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Résumé   
La souche Saccharotrix tamanrassetensis DSM 45947, désignée SA198, est une nouvelle 
espèce d’actinobactérie d’origine saharienne, qui lors d’un travail précédent, s’est avérée produire 
dans le milieu complexe ISP2 trois nouvelles molécules antibiotiques à activité antifongique et 
antibactérienne. Notre travail a pour but d’explorer le potentiel antimicrobien de la souche, 
d’améliorer la production des molécules antimicrobiennes, de les purifier, et de les caractériser.  
La souche SA198 a montré une activité antagoniste intéressante, en particulier contre les 
agents pathogènes. La recherche de certains gènes de biosynthèse par PCR a permis de détecter la 
présence des gènes non-ribosomal peptide synthétases (NRPS).  
Pour améliorer la production de l’activité antimicrobienne, une stratégie d’optimisation 
séquentielle a été adoptée. Au départ, la production de cette activité (antifongique et antibactérienne) 
a été étudiée en suivant des cinétiques en milieu synthétique additionné de différentes sources de 
carbone et d’azote. L’activité la plus élevée a été obtenue avec le corn steep liquor et le saccharose. 
Par la suite, l’application du plan d’expérience de Plackett-Burman (PBD) a montré que le 
saccharose, le corn steep liquor et le KH2PO4 étaient les paramètres les plus importants influençant 
la production de l’activité antimicrobienne. Pour une production maximale de cette activité, la 
méthodologie de surface de réponse (RSM) avec le plan de Box-Behnken (BBD), a fixé les valeurs 
optimales des variables importantes à : 7 g/L de saccharose, 52 g/ L de corn steep liquor et 0,9 g/L 
de KH2PO4, et un milieu de culture optimisé est formulé. Dans ces conditions optimales, une 
augmentation de la production de l’activité antimicrobienne de 32% contre Staphylococcus aureus 
résistant à la méthicilline, 27% contre Bacillus subtilis et 36% contre Umbelopsis ramanniana, est 
observée. 
A partir d’une culture en fermenteur en mode discontinu, dans le milieu de culture optimisé, 
l’extraction des molécules antibiotiques est réalisée avec le dichlorométhane. L’activité 
antimicrobienne est détectée dans la phase aqueuse contrairement au travail de référence. La 
purification par HPLC avec une colonne hydrophile a révélé la présence de sept pics actifs. Deux 
d’entre eux, A1 et A5, à activité à la fois antifongique et antibactérienne ont été purifiés et 
caractérisés partiellement. Les spectres UV-visible des 2 molécules indiquent l’absence de polyènes. 
La résonance magnétique nucléaire du proton suggère que ces 2 antibiotiques possèdent une 
structure aromatique glycosylée. Les résultats obtenus encouragent la poursuite des études sur les 
antibiotiques de la souche SA198. 
Mots-clés : Saccharothrix tamanrassetensis, production, activité antimicrobienne, cinétiques, 




The strain Saccharotrix tamanrassetensis DSM 45947, designated SA198, is a new 
actinobacteria species of Saharan origin, which in previous study was found to produce in the ISP2 
complex medium three new antibiotic compounds with antifungal and antibacterial activities. The 
present study aims to explore the antimicrobial potential of the strain, to improve the antimicrobial 
activity production, to purify and characterize the produced molecules. 
The strain showed an interesting antagonist activity, in particular against pathogenic germs. 
The antimicrobial potential of the strain was examined by PCR for the presence of some genes 
responsible for antibiotic biosynthesis. The non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) gene was 
detected. 
In order to improve the antimicrobial activity, a sequential optimization strategy has been 
adopted. The antimicrobial potential was evaluated by following kinetics in a synthetic medium 
supplemented with different carbon and nitrogen sources. The highest bioactivity was obtained with 
corn steep liquor and sucrose. In a second step, Plackett-Burman experimental Design (PBD) was 
performed in order to determine the most significant culture parameters affecting the antimicrobial 
activity. It showed that corn steep liquor and KH2PO4 were the most influencing parameters. For 
maximum antimicrobial activity production, the response surface methodology (RSM) with Box-
Behnken design (BBD) set the optimal values of the important variables at: 7 g / L of sucrose, 52 g 
/ L of corn steep liquor and 0.9 g / L of KH2PO4, and an optimized medium was formulated. In these 
optimal conditions, an increase in antimicrobial activity production of 32% against methicillin 
resistant Staphylococcus aureus, 27% against Bacillus subtilis and 36% against Umbelopsis 
ramanniana was recorded. 
From a culture in batch fermenter using the optimized culture medium, the extraction of the 
antibiotic molecules was carried out with dichloromethane. The antimicrobial activity was detected 
in the aqueous phase unlike the reference work. Purification by HPLC with a hydrophilic column 
revealed the presence of seven active peaks. Among them, A1 and A5 with both antifungal and 
antibacterial activity, have been purified and partially characterized. The UV-visible spectra of the 
two molecules indicate the absence of polyenes. Proton nuclear magnetic resonance suggests that 
these 2 antibiotics have a glycosylated aromatic structure. The obtained results encourage the 
continuation of studies on antibiotics of the SA198 strain.  
Keywords : Saccharothrix tamanrassetensis, production, antimicrobial activity, kinetics, carbon 
















La recherche de nouveaux agents antimicrobiens efficaces est une préoccupation de santé 
mondiale et se justifie par l’échec thérapeutique qu’enregistrent les antibiotiques utilisés 
actuellement contre de nombreuses souches super résistantes (Wright, 2017). En effet, l’utilisation 
excessive et répétée des antibiotiques en médecine, ainsi que le recours aux antibiotiques dans 
l’alimentation animale (en élevage) et l’agriculture, en actions prophylactiques ou thérapeutiques, 
ont entrainé, année après année, une diminution croissante du pipeline d’antibiotiques efficaces 
menaçant ainsi la santé humaine (Theuretzbacher et al., 2019; Antonio et al., 2020). 
Pour résoudre la crise des antibiotiques, la découverte de nouveaux composés provenant de 
diverses sources naturelles, comme les micro-organismes, occupe une place de choix au sein des 
programmes de recherche mondiaux avec la perspective de la mise au point de nouveaux 
médicaments (Kat et Baltz, 2016; Rossiter et al., 2017; Genilloud, 2019; Li et al., 2019; Abdel-
Razek et al., 2020). 
En plus d’être les microorganismes les plus largement répandus dans la nature, les 
actinobactéries sont de remarquables producteurs de composés essentiels pour l’homme, la 
médecine vétérinaire ainsi que pour l’agriculture, avec à eux seuls 70 à 80% des antibiotiques 
existants (Jayaprakashvel, 2018; Robertsen et Musiol-Kroll, 2019). En dépit du défi de la résistance 
antibiotique, les actinobactéries demeurent des « sources providentielles » dans la nature et qui 
attendent d’être explorées (Lee et al., 2018). 
Pour accroitre les chances de découverte de nouveaux antibiotiques, la piste de l’exploration 
d’isolats d’actinobactéries rares (autres que les streptomycètes) provenant d’écosystèmes 
particuliers et sous-explorés a contribué à l’augmentation du nombre de nouveaux genres 
producteurs de composés néobioactifs (Djinni et al., 2019). 
Le potentiel de cette approche a été largement rapporté ces dernières années en criblant des 
souches rares (Actinomadura, Isoptericola, Microbispora, Micromonospora, Nocardia, 
Nonomuraea, Rhodococcus, Leifsonia, Streptacidiphilus, Sinomonas, Terrabacter,  
Streptosporangium, Saccharothrix…) isolées dans des environnements extrêmes (Sabaou et al., 
1998; Lazzarini et al., 2001; Barakate et al., 2002; Donadio et al., 2002; Moncheva et al., 2002; 
Azman et al., 2015; Bouznada et al., 2017; Lahoum et al., 2017; Ibeyaima et al., 2018; Djinni et 
al., 2019). 
En Algérie, des travaux soutiennent cette démarche, notamment ceux réalisés par notre 
laboratoire (LBSM) en collaboration avec le (LGC) sur les sols du Sahara algérien, qui exposés à 




remarquable diversité de nouvelles espèces découvertes; dont la plupart ont montré un fort potentiel 
de biosynthèse de nouveaux antibiotiques (Lamari et al., 2002a; Zitouni et al., 2004; Bouras et al., 
2008; Boudjella et al., 2010; Merrouche et al., 2010 et 2011; Meklat et al., 2011; Boubetra et al., 
2013; Saker et al., 2015a et b; Chaabane Chaouch et al., 2016b; Khebizi et al., 2018; Lahoum et al., 
2019). 
Explorer de nouveaux taxons d’actinobactéries a toujours été une stratégie réussie dans le 
processus de découverte de nouveaux antibiotiques. Cependant, l’amélioration de la production 
s’avère une étape essentielle, particulièrement lorsque la souche produit plusieurs antibiotiques en 
quantités minimes (Lee et al., 2018). L’optimisation du milieu de production et des conditions de 
culture est toujours l’une des expériences les plus étudiées avant toute production de métabolites à 
grande échelle (Wang et al., 2011; Mandenius, 2016; Singh et al., 2017). 
Les méthodes d’optimisation sont généralement de deux types ; non statistiques et 
statistiques (Mandenius et Brundin, 2008; Singh et al., 2017). La première méthode appelée aussi 
"méthode classique" consiste à tester un seul facteur (ou une variable) à la fois. Elle nécessite une 
multitude d’expériences et ne rend pas compte de l’interaction entre les différentes variables 
(Sharma et al., 2013; Singh et al., 2017). Cependant, les méthodes de conception expérimentale 
statistique, par exemple les plans de surface de réponse, sont largement utilisées pour sélectionner 
et déterminer les niveaux optimaux des variables significatives avec l’avantage d’appréhender 
l’effet simultané de plusieurs variables (Jakubiec-Krzesniak et al., 2018). Ces méthodes permettent 
de trouver les meilleures conditions opératoires pour une production maximale, tout en minimisant 
le temps et le coût (Bezerra et al., 2018). Une fois les conditions de production optimales 
déterminées, des cultures de la souche productrice peuvent être réalisées. Les molécules 
antibiotiques sont ensuite extraites, purifiées et caractérisées. 
Le présent travail aborde ces approches et fait suite aux travaux menés par Boubetra (2013). 
Lors de ces travaux, une nouvelle espèce d’actinobactérie Saccharothrix tamanrassetensis DSM 
45947T, désignée SA198 et isolée à partir d’un échantillon de sol saharien, a révélé un potentiel 
antimicrobien intéressant. Elle produit dans le milieu complexe ISP2 de petites quantités de trois 
nouveaux antibiotiques ayant une activité antibactérienne et antifongique (Boubetra et al., 2013). 
Notre étude s’est fixée comme objectif principal d’explorer le potentiel antimicrobien de la 
souche, d’améliorer la production des autres antibiotiques mineurs non encore déterminés chez cette 
nouvelle souche. Pour y parvenir, un milieu de culture de base synthétique est choisi pour la 
production des métabolites avec un défi nouveau par rapport à la démarche classique utilisée par 
notre équipe, celui d’appliquer les méthodologies des plans d’expériences statistiques ou DoE pour 




Cette étude s’inscrit dans l’optique des attentes formulées par la conjoncture actuelle 
mondiale et celles fixées par les équipes du LBSM et du LGC pour contribuer à la production et la 
découverte de nouvelles molécules bioactives. De plus, notre démarche considère la biodiversité 
comme source de ces molécules, et emploie des outils et des méthodes d’optimisation actuellement 
utilisés dans les procédés de biotechnologie. 
Ce manuscrit s’organise en trois chapitres 
✓ Le premier chapitre est une revue bibliographique évoquant plusieurs aspects, notamment 
ceux ayant trait aux antibiotiques en général, aux données disponibles sur les Saccharothrix à ce 
jour en particulier la souche SA198 de Saccharothrix tamanrassetensis et qui se termine par une 
introduction sur les plans d’expériences et quelques notions de base. 
✓ Le second chapitre est consacré à la description du matériel et des méthodes mises en œuvre 
pour la réalisation de cette étude. 
✓ Le troisième chapitre est consacré à la présentation des résultats obtenus et à leur discussion. 
Il s’agit, de l’étude approfondie des propriétés antimicrobiennes de la souche SA198, des 
cinétiques de production testant des sources de carbone et d’azote sur un milieu de base 
synthétique et favorisant la production d’antibiotiques ; suivis de l’optimisation statistique par 
les plans d’expériences du milieu sélectionné. Une culture dans le milieu optimisé en fermenteur 
en batch est conduite pour produire les molécules bioactives, qui sont extraites et purifiées. Les 
produits purs sont caractérisés partiellement par des études spectroscopiques. 
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Les notions abordées dans ce premier chapitre constituent une base théorique au travail de thèse. 
Nous essayerons d’abord de présenter brièvement l’état actuel de la recherche sur les antibiotiques, 
en abordant le phénomène de résistance microbienne, le métabolisme secondaire microbien comme 
source de nouveaux antibiotiques, en particulier celui des actinobactéries, et les méthodes de 
criblage de l’activité antimicrobienne. Notre attention sera ensuite focalisée sur le genre 
Saccharothrix, sa position taxonomique, ses principales caractéristiques taxonomiques, sa 
distribution dans la nature, et les principaux antibiotiques produits par les souches de ce genre. Un 
intérêt particulier sera ensuite accordé à la présentation de la souche Saccharothrix tamanrassetensis 
SA198 en insistant sur les travaux antérieurs réalisés, tels que son origine, son identification 
taxonomique, et son potentiel producteur d’antibiotiques. Une autre partie de ce chapitre sera 
consacrée à une synthèse sur les conditions de culture influençant la production des antibiotiques 
dont les facteurs nutritionnels et les conditions de culture. Cette partie sera suivie par un état des 
lieux sur les méthodes d’optimisation statistique de la production des antibiotiques avec l’objectif 
de mettre en évidence les méthodes utilisées dans ce travail et répondant mieux à notre objectif, 
notamment, le « Plackett-Burman Design » et la méthodologie de surface des réponses. 
I. ETAT ACTUEL DE LA RECHERCHE SUR LES ANTIBIOTIQUES 
En 1947, Waksman avait défini le terme « antibiotique » comme suit : « Un antibiotique est 
une substance chimique, produite par des microorganismes et ayant la capacité d’inhiber la 
croissance et même de tuer des bactéries et autres microorganismes » (Waksman, 1947). 
Aujourd’hui, « antibiotique » a plusieurs significations : (I) un produit chimique organique d’origine 
naturelle ou synthétique inhibant ou tuant les bactéries pathogènes ; (II) toute substance 
antimicrobienne ; ou (III) dans la tradition de Waksman, ce terme est limité aux substances 
antimicrobiennes uniquement d’origine microbienne (Mohr, 2016). La découverte des antibiotiques 
au début du vingtième siècle a été l’une des réalisations les plus importantes de l’histoire du 
médicament. Et pour cause, les maladies infectieuses et contagieuses sont un des plus cruels fléaux 
qui menacent l’humanité et plusieurs épidémies et pandémies (peste noire 1347-1352; grippe 
espagnole 1918-1919 ; choléra 1926-1832 ; SIDA 1981-aujourd’hui ; COVID 2020-aujourd’hui…) 
auront marqué l’histoire humaine (Wolfe et Dunavan, 2007). Le recours aux antibiotiques et la 
prolongation de la durée de vie sont parmi les grandes avancées de la médecine moderne. La 
découverte de la pénicilline en 1928 (Fleming, 1929) et le développement de la médecine dès les 
années 1940 (Chain et al., 1940; Abraham et al., 1941), ont fondé les bases pour la recherche de 
produits naturels microbiens (Demain et Adrio, 2008). L’arrivée des antibiotiques a contribué à 
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sauver nombre de vies humaines en luttant contre les maladies infectieuses responsables des 
principaux cas de morbidité1 et de mortalité2 humaines (Aminov, 2010). 
1. Application des antibiotiques 
Depuis leur découverte, les antibiotiques sont largement utilisés dans divers domaines. En 
effet, dans le domaine médical, en plus du traitement des maladies infectieuses, les antibiotiques 
sont aussi utilisés pour prévenir les infections en chirurgie générale, et dans le cas des greffes, etc. 
Ils ont trouvé d’autres applications comme agents anticancéreux, antiparasitaires, antihypertenseurs, 
immunosuppresseurs, et anti-inflammatoires, etc. 
Les antibiotiques sont également utilisés dans des applications autres que le domaine 
médical, notamment en élevage agricole dont les produits sont destinés à la consommation humaine, 
en agriculture et aquaculture pour la promotion de la croissance animale et la prévention des 
infections microbiennes, en tant que bioherbicides et insecticides, et enfin dans le domaine des 
cosmétiques (Chapman et Perry, 2003; Challis, 2005; Davidson, 2005; Kumar et al., 2005; Bartlett 
et al., 2013; Spellberg et Gilbert, 2014; Pareek et al., 2015; Hamedi., et al., 2017). Toutefois 
certaines applications sont très règlementées et controversées et les organismes de protection 
sanitaires à l’instar de l’OMS veillent et légifèrent sur l’utilisation d’antibiotiques chez les animaux 
destinés à l’alimentation (Companyó et al., 2009). 
2. La résistance microbienne aux antibiotiques et les infections 
La recherche de nouveaux antibiotiques est justifiée par l’apparition de plus en plus 
croissante des cas de résistance microbienne aux antibiotiques. Ce phénomène correspond au fait 
qu’un traitement antibiotique ne soit plus efficace contre une infection bactérienne. Cette difficulté, 
résulte de l’administration répétée d’antibiotiques chez l’homme ou l’animal qui crée des 
conditions, appelées « une pression de sélection » favorisant l’acquisition et la dissémination de 
souches résistantes aux antibiotiques. En effet, après la révolution de « l’âge d’or », de la découverte 
des groupes importants d’antibiotiques, notamment les tétracyclines, les céphalosporines, les 
aminoglycosides et les macrolides, les principaux problèmes de la thérapie anti-infectieuse ont été 
résolus. Malheureusement, les antibiotiques ont très vite vu un risque de perte de leur efficacité en 
raison de l’augmentation du phénomène de résistance. 
 
1 Nombre d’individus atteints par une maladie dans une population donnée et pendant une période déterminée. 
2 Quantité d’êtres vivants qui meurent d’une même maladie. 
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Alexander Fleming avait déjà souligné dans son discours de remise du prix Nobel, que le 
dosage de la pénicilline pouvait appliquer une pression sélective induisant les bactéries à développer 
une résistance à ces médicaments. C’est ainsi que de nouvelles maladies infectieuses sont apparues 
et la résistance aux antimicrobiens (RAM) dès lors, est devenue un fardeau majeur pour la santé 
humaine et animale. 
Actuellement, les infections bactériennes et fongiques sont de plus en plus difficiles à gérer en raison 
de la prévalence accrue d’agents pathogènes de type multirésistance médicamenteuse (MRM). De 
plus, le développement de résistances croisées aussi bien dans la population que dans le milieu 
hospitalier avec peu d’options thérapeutiques, associé à des taux de mortalité élevés impose le 
recours à de nouveaux antibiotiques (Genilloud, 2012). L’émergence d’agents pathogènes 
bactériens de type MRM échappant à l’action de la plupart des antibiotiques tels que le groupe formé 
par Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp. ou communément appelé ESKAPE est 
une préoccupation majeure, une situation exacerbée par le déclin alarmant de la mise au point de 
nouveaux composés antimicrobiens au cours de la dernière décennie (Silver, 2011). Les 
champignons responsables d’infections fongiques invasives (IFI) ne sont pas en reste. De 
nombreuses espèces fongiques peuvent provoquer un taux de mortalité supérieurs à 50% et ont de 
ce fait un impact majeur sur la morbidité et la mortalité chez l’homme (Van Daele et al., 2019). Par 
ailleurs, les IFI sont responsables d’environ un million et demi de décès chaque année. Parmi ces 
agents fongiques, on peut citer, Candida spp., Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp., 
Paracoccidioides brasiliensis et P. lutzii et qui peuvent induire un risque élevé de mortalité (Nicola 
et al., 2019). Ces chiffres déjà inquiétants semblent ne pas cesser d’augmenter en dépit des solutions 
thérapeutiques déjà mises en place (Van Daele et al., 2019). 
Le problème de la RAM a réellement pris de l’ampleur récemment au regard du nombre 
croissant d’articles scientifiques publiés, mais aussi du nombre élevé de travaux dédiés à la 
recherche de nouvelles molécules antibiotiques (Figure 1).  
Il faut signaler qu’en plus du phénomène de RAM, la toxicité et la mauvaise solubilité de 
certains antibiotiques découverts, limitent considérablement leur utilisation clinique malgré leur 
grande efficacité, et contribuent à la crise des antibiotiques. En effet, l’arsenal thérapeutique 
approuvé pour le traitement des mycoses s’arrête à quelques médicaments antifongiques, plus 
encore, la plupart d’entre eux ont des limites telles que leur faible efficacité et leur haute toxicité 
(Nicola et al., 2019). 
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D’un autre côté, des fongicides environnementaux sont utilisés en agriculture pour réduire 
au minimum/maximum la détérioration des cultures, et des molécules telle que la natamycine 
(macrolide polyène) est utilisée comme conservateur alimentaire aux États-Unis et dans certains 
autres pays alors qu’il subsiste un risque sérieux de développement de RAM dû à ces deux 
utilisations (Dalhoff, 2018). 
Lorsque les antibiotiques sont utilisés dans la production animale, leur utilisation prolongée 
en tant que promoteurs de croissance des animaux d’élevage est connue pour favoriser l’émergence 
de résistances (Wall et al., 2016; Magnusson et al., 2019). Alors qu’il a été démontré que dans les 
pays (Norvège, Suède et Finlande) où l’utilisation de ces substances (par exemple les 
fluoroquinolones) est interdite dans la production animale, des niveaux d’antibiorésistance sont très 
faiblement observés (Magnusson et al., 2019). Bien que le recours aux antibiotiques chez les 
animaux sains et infectés à des fins de croissance, de prophylaxie et de métaphylaxie, ait été 
considérablement réduit dans les pays à revenu élevé ces dernières années, les données disponibles 
indiquent que la RAM continuera à augmenter dans les pays à revenu faible et intermédiaire dans 
les prochaines décennies et ce en raison de la demande croissante en protéines animales notamment 
Figure 1. Nombre annuel d’études de modélisation sur la résistance antimicrobienne (RAM) 
(1990-2016) (Niewiadomska et al., 2019). Cette Figure compare le nombre annuel d’études 
de modélisation de la RAM (basé sur les données de Temime et al. (1990-2006) (2008) ainsi 
que l’analyse faite par Niewiadomska et al. (2006-2016) (2019), avec le nombre de modèles 
individuels utilisés pour analyser les maladies infectieuses (IBM ID) identifié par Willem et 
al. entre 2006 et 2015 (2017). 
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(Van Boeckel et al., 2015). Par conséquent, il y aura probablement une augmentation de la RAM 
pour des traitements couramment utilisés dans ces pays et régions et qui ne sera pas de bon augure 
pour la gestion des infections chez l’Homme et les animaux. C’est ainsi que récemment, a été 
signalée la résistance à la colistine, un antimicrobien utilisé comme dernier recours pour le 
traitement de multirésistances infectieuses chez l’homme, en Chine et ensuite découverte dans la 
plupart des régions du monde (Skov et Monnet, 2016). 
L’aggravation des RAM ainsi que l’apparition de maladies provoquant des crises mondiales 
comme celle de la COVID-19 entraînent l’accélération des enjeux pour la sauvegarde de la santé 
humaine dans le monde. Les médecins doivent plus fréquemment utiliser des antibiotiques afin de 
traiter les complications dues aux infections bactériennes qui accompagnent généralement les 
maladies virales (grippe, COVID-19, etc.) De ce fait, aujourd’hui, l’antimicrobiorésistance est 
largement considérée par l’humanité comme un challenge à relever (OMS, 20193). Parmi les 
initiatives entreprises dans la lutte contre la RAM il y a le développement de vaccins, de tests de 
diagnostic plus rapides pour garantir l’administration d’une antibiothérapie appropriée, et les 
thérapies immunitaires (Spellberg, 2014). Ces mesures pourraient apporter des solutions 
prometteuses pour la prévention. Cependant, une fois que l’infection se produit chez un hôte 
humain, les antibiotiques restent la seule alternative face aux infections bactériennes et fongiques. 
Par conséquent et dans le contexte actuel de crise sanitaire mondiale, le besoin de nouvelles classes 
d’antibiotiques et l’amélioration des anciens composés restent plus importants que jamais 
(Woodford et al., 2011; Ventola, 2015; Tshokey et al., 2017; Genilloud, 2018; Mobarki et al., 2019; 
Robertsen et Musiol-Kroll., 2019; Akpan et al., 2020). 
3. Recherche de nouveaux antibiotiques à partir de sources naturelles 
La nature recèle des ressources illimitées de nouvelles molécules bioactives, et les 
recherches peuvent s’avérer très utiles dans le processus de découverte de médicaments (Abdel-
Razek et al., 2020). Ces molécules bioactives sont appelées produits naturels (PN). Les PN sont des 
métabolites et/ou des sous-produits dérivés d’organismes vivants, tels que les plantes, les animaux 
et les microorganismes (Baker et al., 2000). 
Les PN d’origine microbienne ont non seulement suscité la découverte de la plupart des 
classes d’antibiotiques et d’antifongiques actuellement utilisées en clinique mais continuent 
toujours d’être la source de molécules et de structures originales (Genilloud, 2019). 
 
3 https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance 
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Actuellement et face à la crise croissante de la résistance aux antibiotiques, plusieurs auteurs 
s’accordent sur le fait que la découverte et le développement d’une nouvelle gamme de médicaments 
antimicrobiens est la meilleure solution (Taylor, 2013; Newman et al., 2015; Rossiter et al., 2017; 
Genilloud, 2019; Van Bergeijk et al., 2020). Et de fait, chaque semaine, des articles scientifiques 
dans des revues à comité de lecture sont publiés, décrivant les effets positifs des PN sur le processus 
de guérison de diverses maladies humaines et animales. Par ailleurs, nombre de médicaments 
utilisés dans le traitement de divers cancers, des maladies cardiovasculaires, du diabète, etc., sont 
en majorité des PN ou des dérivés (Sorokina et Steinbeck, 2020). 
Signalons que les PN d’origine microbienne sont les métabolites ayant la plus large 
application dans la santé humaine en raison de leurs structures et fonctions uniques, ils sont 
d’ailleurs considérés comme la pierre angulaire de la découverte de médicaments (Abdel-Razek et 
al., 2020). 
Enfin, les revues de littérature effectuées dans le domaine de l’exploitation et l’exploration 
des PN ne manquent pas. Outre celles citées plus haut dans ce même paragraphe, nous citons les 
revues de Newman et Cragg (1997, 2003, 2007, 2012, 2013, 2016 et 2020) et qui concernent la 
période 1981 à 2019 et illustrées par la Figure 2, ou celles effectuées par Genilloud et régulièrement 
actualisées (2011, 2012, 2014, 2017a, b, 2018 et 2019), ou encore par Li et al. (2019), Sorokina et 
Figure 2. Les nouveaux médicaments approuvés du 01 janvier 1981 au 30 septembre 2019;  n = 
1881 (Newman et Cragg, 2020). 
B : Macromolécules biologique, 1997 ; N : Produits naturels inchangés, 1997 ; NB : Médicament d’origine végétale 
(mélange défini), 2012 ; ND : Dérivé de produit naturel, 1997 ; S : Médicaments synthétiques, 1997 ; S* : Médicaments 
synthétiques (NP pharmacophore), 1997 ; V : Vaccins, 2003; /NM : Imitation de produit naturel, 2003. 
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Steinbeck (2020); Hug et al. (2020) et Abdel-Razek et al. (2020) s’il ne fallait citer que ces auteurs, 
elles montrent l’importance des PN comme sources de nouveaux antibiotiques. 
4. Importance des actinobactéries mycéliennes dans la recherche des antibiotiques 
Les actinobactéries représentent un groupe abondant de microorganismes largement répandus 
dans les écosystèmes terrestres et aquatiques. Ce sont des bactéries à Gram positif ou Gram variable, 
la plupart ayant une teneur élevée en GC, allant de 51% à plus de 70% (Stackebrandt et Schumann, 
2006; Ventura et al., 2007; Lawson, 2018). Elles sont connues pour leur grande capacité 
d’adaptation aux différentes conditions environnementales induisant de fait une grande variabilité 
métabolique (Bawazir et Shantaram., 2018). En effet, elles produisent une vaste gamme de 
composés (Chaudhary et al., 2013; Barka et al., 2016; Lee et al., 2018; Van Bergeijk et al., 2020), 
ce qui leur a valu un grand intérêt en recherche scientifique. Ces composés vont des antibiotiques 
aux enzymes, aux vitamines, et agents anticancéreux. Elles jouent également un rôle essentiel dans 
le secteur agricole, où elles sont connues pour produire des pesticides, des herbicides (ex. la 
phosphinotricine), des insecticides (ex. la spinosyne A et l’avermectine B), des antitumoraux (ex. la 
doxorubicine et la bléomycine), des antifongiques (ex. l’amphotéricine B et la nystatine), des 
immunosuppresseurs (ex. la FK-506 et la rapamycine), et de nombreux autres antibiotiques de 
grande importance clinique et commerciale (Oskay et al., 2004; Parungao et al., 2007; Dilip et al., 
2013; Lo Grasso et al., 2016; Robertsen et Musiol-Kroll., 2019). 
Le point de départ du rôle précieux attribué aux actinobactéries aussi bien sur le plan 
économique que sur le plan biotechnologique, est venu de la découverte dans les années 40 de 
l’actinomycine et de la streptomycine produite respectivement par Streptomyces antibioticus et S. 
griseus. Depuis, environ 16 000 composés bioactifs issus des actinobactéries ont été identifiés, dont 
14 500 sont des antibiotiques (Hamedi et al., 2017). Les actinobactéries ont été l’une des sources 
les plus importantes de nouveaux antibiotiques, notamment les plus importantes classes de 
médicaments antimicrobiens, telles que les β-lactames, les tétracyclines, les rifamycines, les 
aminosides, les macrolides et les glycopeptides (Jose et Jha., 2016; Genilloud, 2017a; Luepke et al., 
2017; Jakubiec-Krzesniak et al., 2018; Rangseekaew et Pathom-aree, 2019; Zhang et al., 2020). 
Les métabolites secondaires bioactifs produits par les actinobactéries ont de nombreuses 
autres indications dans le secteur médical tel que les propriétés anticancéreuses (Ravikumar et al., 
2012; Busi et al., 2018) mais aussi des applications en biotechnologie où la recherche est 
particulièrement intense telle que la production d’éthanol, d’acides organiques ou encore de 
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protéines recombinées thérapeutiques (Hamedi et al., 2017; Sharma et al., 2018; Tischler et al., 
2019). 
4.1. Les actinobactéries rares comme sources d’antibiotiques 
Les actinobactéries rares (autres que le genre Streptomyces) sont appelées ainsi à cause de 
leur faible nombre d’apparition par rapport à celui des espèces appartenant au genre Streptomyces 
et ce lors d’un isolement par des méthodes conventionnelles (Benhadj et al., 2018) (Figure 3). Parmi 
les genres appartenant à ce groupe, nous citons Amycolatopsis, Actinokineospora, Acrocarpospora, 
Catenuloplanes, Kibdelosporangium, Microtetraspora, Nocardia, Planomonospora, Planobispora, 
Saccharothrix, Spirilliplanes, Thermobifida, Virgosporangium et Micromonospora, etc (Amin et 
al., 2020). Un grand intérêt leur est de plus en plus accordé du fait que plusieus auteurs défendent 
l’idée que l’exploration et l’exploitation de ces microorganismes filamenteux, pourraient amener à 
la découverte de variétés de composés chimiques bioactifs (Amin et al., 2020). 
 
L’émergence de cas de multirésistance chez des bactéries, notamment les agents pathogènes 
ESKAPE et depuis quelques temps le très résistant aux antibiotiques Mycobacterium tuberculosis, 
sont une menace majeure pour la santé publique dans le monde (Vajs et al., 2017). 
De plus, ces dernières années, la surexploitation des bactéries du genre Streptomyces issues 
du sol par les firmes des secteurs pharmaceutiques et agrochimiques ainsi que par de nombreux 
groupes académiques, a obligé les chercheurs à se tourner vers de nouveaux genres (Lam, 2006). 
C’est ainsi que s’est manifesté un intérêt soutenu vers des taxons issus d’environnements extrêmes 
 
Figure 3. Distribution des sources d’antibiotiques par groupe de microorganisme 
(Lazzarini et al., 2001, in Ding et al., 2019). 
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(Mahajan et Balachandran, 2017), mais aussi l’isolement d’espèces endophytes (Passari et al., 2015; 
Hug et al., 2018). 
Les isolats d’actinobactéries rares analysés se sont révélés être producteurs d’agents 
antibactériens, antifongiques, antiparasitaires, herbicides, pesticides, anticancéreux, enzymes et 
agents immunosuppresseurs (Amin et al., 2020). Une revue bibliographique entreprise par Ding et 
al. (2019), a rapporté sur la période allant 2008 à 2018, les structures et métabolites secondaires 
bioactifs issus d’actinomycètes rares, impliquant 21 genres différents. La même étude conclut que 
parmi les 341 composés signalés, la majorité appartient aux deux classes des cycles peptidiques et 
des quinones, avec les genres Amycolatopsis, Actinomadura, Nonomuraea et Micromonospora 
comme principaux producteurs. 
Certaines études sur les actinobactéries rares mettent en évidence un excellent pouvoir 
antimicrobien et une faible toxicité des biomolécules synthétisées avec aussi des structures 
chimiques assez originales, uniques et inconnues des microorganismes résistants (Bérdy, 2005; 
Tiwari et Gupta, 2012). 
Les sols sahariens d’Algérie ont montré une grande diversité en genres d’actinobactéries des 
plus abondants aux plus rares, voire même très rares dans le monde, tels que Actinomadura (Badji 
et al., 2005; Lahoum et al., 2016a, b), Streptosporangium  (Boudjella, 2007; Chaabane Chaouch et 
al., 2016a, b), Nocardioides (Zitouni et al., 2005; Bouras et al., 2015a), Saccharothrix (Zitouni et 
al., 2004a; Boubetra et al., 2013a, b; Boubetra et al., 2015), Saccharomonospora, Actinopolyspora 
(Meklat et al., 2013a, b, c, Saker et al., 2015b), Planomonospora et Planobispora (Boudjella, 2007; 
Chaabane Chaouch et al., 2017), etc. Cependant, le genre Streptomyces reste prédominant (Sabaou 
et al., 1998; Zitouni et al., 2005; Meklat, 2012). 
Depuis 2002 à ce jour, 29 nouvelles espèces d’actinobactéries rares ont été découvertes dans 
divers écosystèmes en Algérie, avec une grande abondance de nouvelles espèces associées aux sols 
sahariens, donnant 27 espèces nouvelles appartenant à 15 genres (Djinni et al., 2019). Cinquante 
métabolites secondaires ont été isolés et identifiés, y compris 17 nouvelles structures moléculaires 
puis évaluées pour leurs activités biologiques, principalement axées sur les propriétés 
antibactériennes et antifongiques, y compris parfois la cytotoxicité et la promotion de la croissance 
des plantes (Djinni et al., 2019). 
Par conséquent, les actinobactéries rares sont fortement considérées comme une ressource 
incontournable pour la découverte de composés significativement actifs. 
5. Méthodes de criblage primaire de l’activité antimicrobienne 
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Ces dernières années, compte tenu de l’intérêt croissant observé pour la recherche et le 
développement de nouveaux agents antimicrobiens à partir des microorganismes, une plus grande 
attention est accordée au dépistage de l’activité antimicrobienne et aux méthodes d’évaluation. 
Plusieurs tests antagonistes, dits classiques, sont bien connus et couramment utilisés pour les isolats 
microbiens supposés producteurs d’antibiotiques. Il s’agit de la méthode des stries croisées sur 
milieu gélosé (Madigan et al., 1997), la méthode des cylindres d’agar (Eccleston et al., 2008), celle 
de la diffusion sur disque (Bauer et al., 1966), et celle de la diffusion des puits (Valgas et al., 2007). 
Cependant d’autres, telles que les méthodes moléculaires sont également utilisées car elles 
permettent dans le cas des actinobactéries de mettre en évidence des gènes capables de mener à de 
nouvelles alternatives de molécules bioactives, ainsi il s’agit d’une évaluation plus approfondie et 
une meilleure connaissance du potentiel producteur des souches (Amin et al., 2019). 
5.1. Méthodes classiques 
Afin de déterminer le potentiel des souches en ce qui concerne la production de métabolites 
secondaires antimicrobiens, un criblage primaire des isolats est effectué. Au cours du processus de 
criblage primaire, un grand nombre d’isolats est criblé contre une gamme de souches sensibles. Sur 
la base des résultats du dépistage primaire, les isolats présentant des activités antimicrobiennes 
importantes (distance d’inhibition) sont sélectionnés pour des programmes de dépistage secondaires 
ultérieurs. 
Il existe de nombreuses techniques pour détecter l’activité antimicrobienne ; la plupart 
d’entre-elles sont basées sur des méthodes impliquant la diffusion à travers des milieux de culture 
solides ou semi-solides pour inhiber la croissance des microorganismes sensibles/cibles 
(Lertcanawanichakul et Sawangnop, 2008). Les tests des stries croisées, des cylindres d’agar ou de 
la double couche sont appliqués contre une série de microorganismes cibles, champignons 
filamenteux, levures et bactéries, en fonction de l’activité recherchée. La méthode des stries croisées 
tout comme celle des cylindres d’agar sont des méthodes faciles et relativement rapides pour cribler 
les souches à la recherche de nouveaux antibiotiques (Velho-Pereira et Kamat, 2011). La méthode 
de la culture double couche (Harveson et Kimbrough, 2000) convient au dépistage des 
actinobactéries ayant une activité antifongique. Il est à signaler que l’utilisation d’un milieu de 
culture universel peut s’avérer trompeur ou inefficace dans le cas notamment du dépistage 
d’actinobactéries rares nécessitant des milieux inhabituels pour la croissance et la production 
d’antibiotiques. Aussi, un des inconvénients majeurs de ces méthodes est la difficulté d’obtenir des 
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données quantitatives, car les zones d’inhibition sont généralement très floues et peu distinctes 
(Velho-Pereira et Kamat, 2011). 
5.2. Méthodes moléculaires 
Au cours des dernières années, l’évaluation de l’activité antibiotique des actinobactéries a 
évolué du point de vue des moyens utilisés. De nouvelles approches et technologies ont été 
développées et intégrées dans un effort multidisciplinaire visant à exploiter davantage le potentiel 
de biosynthèse de biomolécules (Figure 4). De nouveaux outils de criblage moléculaire permettent 
d’identifier directement à partir d’un pool génomique les actinobactéries susceptibles de pouvoir 
produire des molécules avec des structures chimiques originales. Prévoire et caractériser in silico 
des métabolites secondaires d’origine microbienne à partir de clusters de gènes biosynthétiques a 
contribué avec succès au développement de nouveaux médicaments (Amin et al., 2019). La 
métagénomique en tant qu’approche indépendante de la culture repose sur la récupération de l’ADN 
directement de l’environnement (eDNA) afin d’accéder au réservoir caché de séquences codantes 
de métabolites secondaires (Brady et al., 2009). L’approche métagénomique associée aux approches 
classiques basées sur la culture est devenue un moyen important d’obtenir des éléments 
d’informations approfondis sur la réponse microbienne face à des souches pathogènes (Techtmann 
et Hazen, 2016). 
Comme cela est illustré dans la Figure 4, de nouvelles stratégies ont été élaborée et 
comprennent : - l’extraction génomique sur des souches microbiennes afin d’étudier les voies de 
biosynthèse cryptiques ; - expression et interprétation des résultats via des plateformes de 
séquençage à haut débit ; - comparaison des résultats avec les données bio-informatiques intégrées 
et les analyses sur site grace à des outils de détection de nouveaux composés (Genilloud, 2014). 
C’est ainsi que l’augmentation de la disponibilité de séquences entières de génomes 
d’actinobactéries a révélé la présence d’un grand nombre de clusters de gènes de voies de 
biosynthèse de métabolites spécialisés, codant pour une gamme de molécules bioactives telles que 
antibiotiques, antifongiques, immunosuppresseurs et agents anticancéreux (Hoskisson et 
Fernandez-Martinez, 2018). Parmi ces molécules bioactives, les peptides et les polycétones 
constituent un groupe potentiel de produits naturels, principalement synthétisés par deux principaux 
types d’enzymes : les peptides synthétases non ribosomiques (NRPS) et les polycétones synthases 
(PKS) (Weissman, 2009). Les polycétones (PK) et les peptides non-ribosomaux (PNR) sont des 
métabolites secondaires de microorganismes, pouvant aider ces mêmes microorganismes à s’adapter 
à l’environnement et à résister à des conditions naturelles stressantes. Jusqu’à présent, plus de 23 
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000 produits naturels de PK et de PNR ont été identifiés et caractérisés, et ont été largement utilisés 
comme antibiotiques et agents antitumoraux (Bérdy, 2005; Walsh, 2007; Demain et Sanchez, 2009; 
Newman et Cragg, 2012; Katz et Baltz, 2016). Les gènes codant pour la synthèse des enzymes à 
l’origine des PK et des PNR, sont identifiés. Actuellement, les programmes de recherche de 
nouvelles molécules bioactives reposent sur le screening de ces gènes. Cette recherche se base sur 
des séquences conservées pour chaque gène en utilisant des amorces dégénérées qui ciblent d’une 
manière spécifique ces gènes. L’amplification par PCR de l’ADN matrice et la caractérisation des 
gènes spécifiques nécessitent le recours à des couples d’amorces spécifiques (Metsӓ-Keletӓ et al., 
1999; Liu et al., 2003; Ayuso-Sacido et Genilloud, 2005) et permet de comparer les séquences 
obtenues avec les séquences présentes dans les banques de données par la réalisation du Blast. Cette 
comparaison peut indiquer le potentiel des actinobactéries à produire un ou plusieurs types de 
molécules (Meklat, 2012). 
 
II. LE GENRE SACCHAROTHRIX 
Le genre Saccharothrix, compte parmi les actinobactéries rares. Il fut décrit pour la première 
fois par Labeda et al. (1984), qui isolèrent à partir d’un échantillon de sol collecté du désert 
Figure 4. Organigramme des principales étapes permettant d’identifier des genres 
d’Actinobactéries et la présence de gènes biosynthétiques (Amin et al., 2019). 
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australien l’espèce type Saccharothrix australiensis. Depuis, la liste des membres du genre 
Saccharothrix s’est enrichie de nouvelles espèces soient nouvellement isolées ou encore reclassées. 
Le genre Saccharothrix est, comme nombres d’actinobactéries, saprophyte, chimioorganotrophe, 
hétérotrophe et aérobie strict. Il est retrouvé dans divers environnements comprenant le sol (Labeda 
et Lechevalier, 1989; Liu et al., 2014), les déchets végétaux (Otoguro et al., 2009), les mines d’or 
(Lee et al., 2000), les endophytes végétaux (Yan et al. 2012) les déserts arides de l’Algérie 
(Boubetra et al., 2013a, b ; Boubetra et al., 2015), des Etats Unis (Labeda et Lyons, 1989; Takahashi 
et al., 1996), de l’Inde (Ibeyaima et al., 2018), de l’Australie (Labeda et al., 1984) mais aussi dans 
l’eau des lacs, des rivières ou des mers et océans (Karuppiah et al., 2014; Gan et al., 2015; Dhakal 
et al., 2017; Subramani et al., 2019). 
1. Position taxonomique du genre Saccharothrix 
Le genre Saccharothrix fut classé en premier dans la famille des Pseudonocardiaceae 
(Embley et al., 1988; Warwick et al.,1994). Un remaniement opéré par Labeda et Kroppenstedt en 
2000 le rattache à la famille des Actinosynnemataceae. Toutefois, les outils de la taxonomie 
moléculaire en perpétuelle évolution, associés à une réorganisation à l’échelle supragénique du 
taxon relient désormais ce genre rare dans l’édition du Manuel de Bergey de 2012 à la famille des 
Pseudonocardiaceae dans l’ordre des Pseudonocardiales.  
Depuis la description de l’espèce type du genre, Saccharothrix australiensis, et sa création, 
nombres d’espèces ont été décrites. Certaines ont été reclassées après avoir appartenues à d’autres 
genres tels que Nocardiopsis et Nocardia (Labeda et al., 2001), d’autres encore ont subi un transfert 
vers d’autres genres ; c’est le cas, notamment, de Sx. waywayendensis et Sx. albidocapillata, 
rattachées depuis à Lentzea, genre crée par Yassin et al. (1995) et Sx. coeruleoviolacea rattachée à 
Goodfellowiella, crée par Labeda et al. (2008). 
2. Caractéristiques morphologiques, chimiques et phylogéniques du genre Saccharothrix 
Les souches du genre Saccharothrix forment un mycélium avec des hyphes aériens 
abondants ou au contraire très peu abondants selon les espèces et les souches. Ces longs filaments, 
souvent en "zig-zag", se fragmentent anarchiquement en éléments coccoïdes et en bâtonnets (1 à 2 
µm x 0,7 à 1 µm) non mobiles, alors que les filaments issus du mycélium du substrat (excessive ou 
rare) donnent des éléments coccoïdes (Figure 5) (Labeda et Kroppenstedt, 2000). 




Physiologiquement, le genre Saccharothrix est caractérisé par une coloration de Gram 
positive, résistant au lysozyme et catalase positive (Labeda et al., 1984; Labeda et Kroppenstedt, 
2000). Chimiotaxonomiquement, il est caractérisé par une paroi cellulaire de type III E, c’est-à-dire, 
présence de l’isomère DL (méso) de l’acide diaminopimélique et absence de glycine (au niveau de 
la paroi), présence de sucres caractéristiques qui sont le rhamnose, le galactose et le mannose (dans 
les cellules entières) et absence d’acides mycoliques pariétaux. Les phospholipides membranaires 
sont du type PII (présence de phosphatidyléthanolamine = PE et d’hydroxy-PE) ou du type PIV (PE 
+ hydroxy-PE + phospholipides contenant de la glucosamine). Les ménaquinones (lipides 
membranaires) sont de type MK-9 (H4) ou MK-10 (H4), constitués d’un noyau quinone méthylé et 
d’une chaîne carbonée aliphatique contenant neuf ou dix unités isoprènes dont quatre sont 
hydrogénées (4 sites d’hydrogénation) (Labeda et al., 1984; Labeda et Kroppenstedt, 2000). Le 
profil d’acides gras se compose principalement d’iso- et anteiso-pentadécanoïque, hexadécanoïque, 
heptadécanoïque et des acides gras saturés ainsi que de petites quantités d’insaturation, à chaîne 
droite pentadécanoïque, hexadécanoïque, et les acides gras heptadécanoïque (Manuel de Bergey, 
2012). En outre, le pourcentage en G+C du genre Saccharothrix varie entre 67 et 76 % (Manuel de 
Bergey, 2012).  
Figure 5. Morphologie du genre Saccharothrix. a. schéma représentant la 
micromorphologie du genre (Sabaou, 1988). b. Micromorphologie en microscopie 
électronique à balayage du genre Saccharothrix (Boubetra, 2013). 
MA : mycélium aérien. MS : mycélium du substrat. 
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3. Espèces appartenant au genre Saccharothrix 
Aujourd’hui le taxon compte 22 espèces décrites (Tableau 1) dont six ont été révélées au 
sein du laboratoire LBSM (Algérie) ; Saccharothrix algeriensis (Zitouni et al., 2004a), Sx. 
saharensis, Sx. hoggarensis (Boubetra et al., 2013a, b), Sx. tamanrassetensis (Boubetra et al., 2015), 
Sx. isguenensis sp. nov. (Bouznada et al., 2016b) et Sx. ghardaiensis sp. nov. (Bouznada et al., 
2017). La position taxonomique de nombreuses souches a pu être clarifiée en établissant des ponts 
entre les données chimiotaxonomique, morphologique et les propriétés physiologiques associées à 
l’alignement des séquences de l’ADNr 16S de souches apparentées (Yuan et al.,2010; Labeda et 
Goodfellow, 2012; Li et al., 2015). 
Tableau 1. Liste des espèces du genre Saccharothrix. 
Espèces  Souches-types  Références  
Sx. australiensis NRRL 11239T (Labeda et al., 1984)  
Sx. texasensis NRRL B-16107T  (Labeda et Lyons, 1989)  
Sx. espanaensis DSM 44229 (Labeda et Lechevalier, 1989)  
Sx. mutabilis sub sp. mutabilis DSM 43853T (Labeda et Lechevalier, 1989)  
Sx. mutabilis sub sp. capreolus DSM 40225T (Grund et Kroppenstedt, 1989)  
Sx. coeruleofusca NRRL B-16115T (Grund et Kroppenstedt, 1989)  
Sx. longispora NRRL B-116116T (Grund et Kroppenstedt, 1989)  
Sx. syringae NRRL B-16468T (Grund et Kroppenstedt, 1989) 
Sx .algeriensis NRRL B-24137T (Zitouni et al., 2004a)  
Sx. xinjiangensis NBRC 101911T (Hu et al., 2004)  
Sx. violaceirubra NBRC 102064T  (Otoguro et al., 2009)  
Sx. variisporea NRRL B-16296T  (Kim et al., 2011)  
Sx. yanglingensis KCTC 19722T (Yan et al., 2012)  
Sx. saharensis DSM 45457T (Boubetra et al., 2013a)  
Sx. hoggarensis DSM 45456T (Boubetra et al., 2013b)  
Sx. carnea DSM 45878T (Liu et al., 2014) 
Sx. tamanrassetensis DSM 45947T (Boubetra et al., 2015)  
Sx. lopnurensis YIM LPA2hT (Li et al., 2015)  
Sx. ecbatanensis DSM 45486T (Mohammadipanah et al., 2015) 
Sx. stipae JCM 30560T (Lin et al., 2016) 
Sx. isguenensis sp. nov.  MB27T (Bouznada et al., 2016b) 
Sx. ghardaiensis sp. nov. MB46T (Bouznada et al., 2017) 
Sx. tharensis sp. nov. TD-093T (Ibeyaima et al., 2018) 
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4. Écologie et distribution dans la nature 
Le sol est le principal habitat dont est issue la majorité des espèces de Saccharothrix connues 
à ce jour. Cependant, on les retrouve aussi dans de nombreuses autres niches écologiques (Benhadj 
et al., 2018) : à partir du milieu marin voire à plat de marée (Stevens et al. 2007; Gan et al., 2015; 
Benhadj et al., 2018), d’environnements aériens extrêmes tels que les déserts arides d’Algérie, 
d’Australie, de Californie, de Chine ou encore d’Inde (Labeda et al., 1984; Labeda et Lechevalier, 
1989; Takahashi et al., 1996; Zitouni et al., 2004a; Kalinovskaya et al., 2010; Kim et al., 2011; Yan 
et al., 2012; Boubetra et al., 2015; Mohammadipanah et Wink, 2016; Bouznada et al., 2017; 
Ibeyaima et al., 2018). Takahashi et al. (1996) rapportent l’isolement de plus de trois cent isolats 
d’actinobactéries de genres rares à partir du désert du Mojave en Californie incluant le genre 
Saccharothrix. D’autres encore se retrouvent dans des habitats pour le moins inattendus comme 
Saccharothrix yanglingensis, une actinobactérie endophyte isolée à partir de la racine de concombre 
(Yan et al., 2012). Par ailleurs, Adegboye et Babalola (2015; 2016) rapportent avoir identifié la 
présence de clusters de gènes de biosynthèse d’antibiotiques sur des actinobactéries isolées de sols 
rhizosphériques grâce à une analyse moléculaire montrant la présence de plusieurs genres 
d’actinobactérie rares y compris le genre Saccharothrix. 
Par conséquent, les bactéries du genre Saccharothrix constituent un genre écologiquement 
important, qui jouent un rôle crucial dans plusieurs processus biologiques tels que les cycles 
biogéochimiques, la production de métabolites secondaires, la bioremédiation, la bio-altération et 
la croissance des plantes (Bawazir et Shantaram, 2018). 
5. Métabolites secondaires sécrétés par les espèces du genre Saccharothrix 
Les travaux de recherche consacrés à l’étude des métabolites produits par les espèces 
répertoriées du genre Saccharothrix, rendent comptent de l’existence de nombres de composés 
biologiques actifs, dont plusieurs sont cliniquement utilisés comme agents antibiotiques, 
anticancéreux et immunosuppresseurs (Chaudhary et al., 2013). La spécificité des métabolites 
sécrétés par les membres de ce genre réside dans la nature chimique assez diversifiée. Un des 
premiers antibiotiques décrits fut la nocamycine, sécrétée par une souche de Sx. syringae (Horvath 
et al., 1979). On peut ainsi trouver des polyamines ou des aminoglycosides (Takahashi et al., 1986), 
des benzoquinones (Takahashi et al., 1986 ; Isshiki et al., 1989), des alcaloïdes (Suzuki et al., 1991), 
des glycopeptides (Takeuchi et al., 1992), des nucléosides carbocycliques (Bush et al., 1993), des 
composés phosphorés acides et hydrophiles (Kimura et al., 1995). Les saccharomicine A et B ont 
été décrites comme étant produites par Sx. espanaensis (Kong et al., 1998), et qui sont deux 
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antibiotiques heptadecaglycoside et qui ont montré une activité antibactérienne aussi bien in vitro 
que in vivo contre Staphylococcus aureus résistant à la méthiciline et Enterococci résistante à la 
vancomycine (Singh et al., 2000). D’autres métabolites ont été aussi décrits à l’instar des 
dithiolopyrrolones (hétérocycles azotés et soufrés) (Lamari et al., 2002a, b), des 
heptadécaglycosides qui appartiennent à une nouvelle classe d’antibiotiques (Singh et al., 2000), 
des anthracyclines (Zitouni et al., 2004b, c) et des macrolides (Zitouni, 2005). La sacchathridine A, 
un dérivé naphtoquinonique agissant comme inhibiteurs des prostaglandines, a été aussi isolée à 
partir d’une souche de Saccharothrix sp. (Nakae et al., 2013). 
Les travaux de Aouiche et al. (2012) sur une souche de Saccharothrix ont mis en évidence 
la production de chloramphénicol. De même que les études de Boubetra et al. (2013c) ont également 
mis en évidence de nouveaux composés antimicrobiens sécrétés par une nouvelle souche de 
Saccharothrix (SA198), publiée en 2015 (Boubetra et al., 2015) sous le nom Sx. tamanrassetensis 
(voir paragraphe ci-après). En 2017, les études menées par Lahoum et al. ont montré que la souche 
Saccharothrix sp. ABH26, isolée d’un sol saharien produit plusieurs antibiotiques telles que la 
caerulomycine A, la caerulomycine F et la caerulomycinonitrile (signalées pour la première fois 
chez le genre Saccharothrix), ainsi que deux nouvelles molécules bioactives appartenant à la famille 
des cyanogrisides, nommées cyanogriside I et cyanogriside J (Lahoum et al., 2017). 
Par ailleurs, les travaux cités précédemment rapportent que certains antibiotiques sécrétés 
par des souches de Saccharothrix spp. seraient doués d’une activité antibactérienne (anti-Gram 
positif et plus rarement anti-Gram négatif), comme la swalpamycine B, ou antifongique comme le 
thiazolylpyridine, ou encore antibactérienne et antifongique à la fois, comme les dithiolopyrrolones, 
la dopsisamine, la formamycine, la caerulomycine A, la caerulomycine F, la caerulomycinonitrile, 
et les cyanogrisides I et J. Enfin, certains autres composés sont doués d’activités antitumorales 
(ammocidine, pluraflavines), antivirales (fluvirucines), herbicides (phosphonothrixine et 
coformycine = nucléosides carbocycliques), ou inhibitrices de métalloprotéases ou d’autres 
enzymes (molécule WS75624) (Bouznada, 2018). 
Nous complétons cet inventaire par les résultas cités dans une revue bibliographique 
récemment entreprise par Ding et al. (2019) qui rend compte de molécules très intéréssentes, 
produites par Saccharothrix sp. A1506 (isolé du sol). Cette souche a produit trois nouveaux 
macrolides, les saccharothriolides D, E et F et dont les deux composés E et F présentent une 
cytotoxicité vis-à-vis de cellules de fibrosarcome humaines (Lu et al., 2016). Dans une autre étude 
portant sur cette même souche, Saccharothrix sp. A1506 produit une molécule identifiée comme 
étant la saccharothriolide B et dont le précurseur la présaccharothriolide X présente une activité 
cytotoxique à l’égard de cellules de fibrosarcome humaines (Lu et al., 2018). 
Chapitre I : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 21 
Autres molécules, les saccharothrixones A, B et C, (nouvelles polycétones aromatiques), et 
la saccharothrixone D (nouvel analogue de la tetracenomycine), produites par Saccharothrix sp. 10-
10. La saccharothrixone D présente un effet cytotoxique dirigé vers une lignée de cellules 
cancéreuses (Gan et al., 2015). Enfin, une étude chimique réalisée sur l’extrait brut de Saccharothrix 
xinjiangensis NRRL B-24321 a conduit à l’isolement de deux nouvelles polycétones de type 
macrolactone, les tianchimycines A et B, ainsi qu’un composé connu, la swalpamycine B, ayant des 
propriétés antimicrobiennes (Wang et al., 2013). 
III. PRESENTATION DE SACCHAROTHRIX TAMANRASSETENSIS SA198 
Les travaux de Boubetra (2013) et Boubetra et al. (2013b ; 2015) sur la souche Saccharothrix 
tamanrassetensis SA198 ont été consacrés à l’étude taxonomique de la souche ainsi qu’à l’étude de 
ses activités antibiotiques. Dans ce qui suit, nous allons présenter une synthèse sur sa position 
taxonomique et sur les principaux antibiotiques produits. 
1. Origine et position taxonomique de la souche 
La souche SA198 a été isolée par Zitouni (1995) à partir d’un échantillon de sol du Hoggar, 
récolté dans la région de Tamanrasset (extrême Sud algérien) lors d’un criblage de souches 
d’actinobactéries productrices d’antibiotiques. La souche a été reprise par Boubetra (2013), pour 
l’étude taxonomique détaillée de la souche. De fait, la souche produit un mycélium aérien blanc 
jaunâtre, un mycélium du substrat brun rougeâtre, brun jaunâtre, brun ou jaune vif selon les milieux 
et ne produit pas de pigment soluble. Elle présente un mycélium aérien à filaments ramifiés qui se 
fragmentent totalement et de manière anarchique (souvent en zig-zag), en de longues chaînes de 
spores en bâtonnets ou ovoïdes (Figure 6) et non mobiles alors que le mycélium du substrat se 
fragmente assez peu (Boubetra, 2013). L’étude physiologique montre que la souche Sx. 
tamanrassetensis SA198 est capable de dégrader la caséine, l’esculine et la gélatine, le Tween 80 et 
la tyrosine. Elle dégrade par ailleurs, le fructose, le glucose, le saccharose, le cellobiose et le ribose, 
l’alanine et la proline, et également les sels de sodium, l’acétate, le propionate, le pyruvate et le 
succinate (Boubetra, 2013). 
Elle a fait l’objet d’une étude par Boubetra et al. (2013b) pour l’identification de trois 
molécules antibiotiques et d’une autre taxonomique l’ayant caractérisée comme nouvelle espèce 
nommée Saccharothrix tamanrassetensis sp. nov., avec SA198T (=5DSM 45947T5 = CECT 8640T) 
en tant que souche type (Boubetra et al., 2015). 




2. Potentiel producteur d’antibiotiques de la souche 
La production d’antibiotiques par la souche Sx. tamanrassetensis étudiée par Boubetra, 
(2013) révèle que celle-ci sécrète des activités à la fois antibactériennes (Gram positif et Gram 
négatif) et antifongiques (champignons filamenteux). Dans le milieu ISP2, les antibiotiques sécrétés 
par la souche SA198 sont extraits par le dichlorométhane. La révélation microbiologique par 
bioautographie a mis en évidence une tache notée A, de couleur jaune foncé à l’œil nu, fortement 
active contre Bacillus subtilis et Umbelopsis ramanniana et modérément active contre Aspergillus 
carbonarius. Ces deux zones peuvent correspondre chacune à un seul ou à plusieurs antibiotiques. 
Le produit A est sécrété totalement dans le filtrat de culture, contrairement au produit B qui reste à 
l’intérieur du mycélium. Plusieurs auteurs ont montré que les antibiotiques extracellulaires sont les 
mêmes que ceux qui sont internes (Zitouni, 2005; Badji, 2006; Lamari, 2006; Boudjella, 2007). 
Le produit A étant le plus actif et majoritaire a fait l’objet de purifications par HPLC. Le 
profil de la première injection a montré 12 fractions dont 7 actives. Les composés A4 (temps de 
rétention = TR = 18,7 min), A5 (TR = 21,8 min) et A5.1 (TR = 20,8 min), de couleur jaune très vif, 
sont les plus actifs, aussi bien sur les bactéries que sur les champignons. Ces trois composés ont été 
caractérisés par des méthodes physico-chimiques et spectroscopiques (UV-visible, infrarouge, 
spectrométrie de masse, RMN du proton et du carbone 13) et leurs structures chimiques déterminées 
(Figure 7) (Boubetra, 2013). Les antibiotiques A5 et A5.1 sont des isomères de position et possèdent 
un CH2 en plus par rapport à A4. Ce sont des composés qui contiennent deux cycles (dont l’un 
possède un groupement époxy) et deux chaînes insaturées non cycliques. Ces trois molécules ont 
Figure 6. Micromorphologie en microscopie électronique à balayage de la souche Sx. 
tamanrassetensis SA198 (Boubetra, 2013). 
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été comparées à celles déjà décrites dans la littérature, mais aucune ressemblance n’a été trouvée, 
ce qui a permis de les considérer comme étant de nouveaux antibiotiques (Boubetra, 2013). 
 
Ⅳ. INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE SUR LA PRODUCTION DES 
ANTIBIOTIQUES PAR LES ACTINOBACTERIES MYCELIENNES 
La production d’antibiotiques se produit généralement pendant la phase de croissance tardive 
du microorganisme producteur ou durant l’iodiophase. Ce processus de production de métabolites 
secondaires dépend fortement de la croissance du microorganisme et des paramètres nutritionnels 
(Gonzalez et al., 2003; Jose et al., 2013; Kavitha et Savithri, 2017). La nature des antibiotiques 
produits par les actinobactéries dépend de l’espèce, de la souche et des conditions de culture telles 
que l’inoculum, le pH, le temps d’incubation, et la nature des sources de carbone et d’azote (Amin 
et al., 2020).  
Figure 7. Structures des antibiotiques A4 (a), A5 (b) et A5.1 (c) sécrétés par Saccharothrix 
tamanrassetensis SA 198 (Boubetra, 2013). 
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Il est admis que le moment où s’initie la production est certainement d’ordre génétique mais 
là encore cette expression peut être grandement influencée par des facteurs environnementaux et 
physicochimiques incluant les nutriments (particulièrement la limitation en sources de carbone, 
azote et phosphate). Ainsi, la synthèse des antibiotiques est souvent provoquée par l’épuisement 
d’un nutriment, l’ajout d’un inducteur et / ou par une diminution du taux de croissance (Bibb et al., 
2005). Ces événements génèrent des signaux qui provoquent une cascade d’événements de 
régulation sur les producteurs d’antibiotiques microbiens entraînant une différenciation chimique et 
morphologique (morphogenèse) (Sanchez et al., 2010; Genilloud, 2018). 
Pour augmenter les chances de synthèse de nouveaux métabolites bioactifs un certain 
nombre de nouvelles approches ont été développées telle que la stratégie dite, "Une souche à 
plusieurs composés" pour "One strain many coumpounds" (OSMAC). Cette démarche est un moyen 
simple et un outil puissant pouvant activer de nombreux groupes de gènes silencieux pour aboutir à 
des produits bioactifs naturels. La méthodologie OSMAC, intervient à plusieurs niveaux comme ; 
la composition du milieu et les conditions de culture, la mise en place de co-culture avec d’autres 
souches, l’ajout d’inhibiteur(s) enzymatique(s) ou de précurseur(s) biosynthétique(s) de métabolites 
secondaires (Pan et al., 2019). 
D’autres part, les cultures liquides, de microorganismes filamenteux telles que les 
actinobactéries sont soumises à une pression hydrodynamique induisant un effet certain sur la 
production d’antibiotique. Le principal inconvénient de telles cultures est que leurs conditions ont 
un impact sur les réponses physiologiques des microorganismes outre la production de métabolites, 
la croissance, la morphologie ou la consommation de nutriments (Strub, 2008; Mehmood, 2011) 
Ainsi, l’inoculum, la composition du milieu de culture, plus particulièrement la source de carbone, 
d’azote et de phosphate, les métaux, la concentration en dioxygène et en dioxyde de carbone dissous, 
le pH, la température et les forces mécaniques sont quelques exemples de facteurs importants à 
considérer pour la production d'antibiotiques en bioréacteur (Strub, 2008; Haj-Husein, 2013). 
1. Facteurs nutritionnels 
1.1. Effet de la source de carbone 
La source de carbone est un des facteurs nutritionnels les plus importants qui influence le 
métabolisme des microorganismes. Elle constitue généralement la majeure partie d’un milieu de 
culture, ce qui en fait l’objet de nombreuses études sur l’optimisation de la production 
d’antibiotiques. Lors d’une culture microbienne, les sources de carbone simplement ou rapidement 
métabolisables tel que le glucose ou le fructose, sont préférés aux autres sources de carbone plus 
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complexe. Une fois que la source carbonée rapidement métabolisable est épuisé dans le milieu, il se 
produit un phénomène de répression catabolique inhibant généralement la production de nombreux 
antibiotiques (Escalante et al., 2015). Habituellement, le glucose est une excellente source de 
carbone pour la croissance mais il interfère avec la formation de nombreux antibiotiques « trop de 
bonnes choses peuvent s’avérer mauvaises » (Demain, 1989). Plusieurs travaux rapportent l’effet 
négatif sur la production de métabolites secondaires qu’aurait l’utilisation du glucose seul. C’est le 
cas de la production d’oleandomycine avec 27,5 mM de glucose (Vilches et al., 1990), 
d’avilamycine (Zhu et al., 2007) et de spiramycine (Lounes et al., 1996) pour une concentration en 
glucose supérieure à 20 g/L, de nystatine avec 1 M de glucose (Jonsbu et al., 2002), de néomycine 
avec 10 g/L de glucose (Vastrad et al., 2011). Dans de nombreux cas, il a été rapporté que le glucose 
inhibe la synthèse de certaines enzymes, y compris celles qui seraient impliquées directement ou 
indirectement dans la biosynthèse des métabolites secondaires. Par exemple, le glucose a un effet 
négatif sur l’action de la phénoxazinone synthétase et de la N-acétyl kanamycine amidohydrolase, 
deux enzymes des voies de biosynthèse de l’actinomycine et de la kanamycine, respectivement 
(Galo et Katz., 1972; Satoh et al., 1972). En revanche il a été rapporté que dans le cas des milieux 
de culture contenant des mélanges de sources de carbone rapidement et lentement utilisées, la source 
simplement métabolisable serait utilisée en premier afin de produire des cellules, mais peu ou pas 
d’antibiotiques. Puis, après l’épuisement des composés rapidement assimilés, la seconde source de 
carbone serait utilisée afin de former cette fois les idiolites. 
Cependant, nombre de publications ont montré la relation étroite qui lie la production 
optimale d’agents antimicrobiens au type et à la concentration des sources de carbone présentes 
dans le milieu de culture tels que (l’amidon, le glucose, le maltose, le fructose, le glycérol et la 
mélasse) (Pharm, 2010; Taurino et al., 2011; Abdelwahed et al., 2012; Amin et al., 2017a; Amin et 
al., 2017b; Wang et al., 2017). 
Enfin, des études sur des milieux de fermentation ont montré que les polysaccharides sont 
généralement les meilleures sources de carbone pour la production d’antibiotiques, car ils favorisent 
un taux de croissance lent, ce qui est souhaitable pour la production d’antibiotiques (Rafieenia, 
2013). Le Tableau 2 reprend quelques exemples de sources de carbone utilisées dans des milieux 
de culture et les molécules antibiotiques produites par les souches de Saccharothrix utilisées dans 
ces différentes études. 
1.2. Effet de la source d’azote 
Comme pour le carbone, le choix de la source d’azote et de sa concentration dans le milieu 
joue également un rôle crucial dans la synthèse des métabolites et elle est à bien des égards un 
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facteur plus important que d’autres macro ou micro-nutriments pour la croissance cellulaire et la 
production de métabolites secondaires. Ainsi, l’utilisation d’acides aminés spécifiques peut 
augmenter la productivité dans certains cas et inversement, des acides aminés inappropriés peuvent 
inhiber la synthèse de métabolites (Marwick et al., 1999). Par ailleurs, une concentration élevée de 
sources d’azote (tels que l’ammonium ou les acides aminés) dans le milieu réprime le métabolisme 
secondaire. Ce qui n’est pas le cas avec des milieux de fermentation complexes incluant aussi des 
protéines sous forme de sources d’azote. Pour exemple, la production de la streptomycine chez S. 
griseus qui a lieu dans des cultures de farine de soja avec la L-proline et une faible concentration de 
sels d’ammonium ou encore la production d’antibiotiques aminoglycosides, réprimée par les sels 
d’ammonium, tandis que le nitrate et certains acides aminés la stimulent (Shapiro et al., 1989). Autre 
exemple de sources d’azote complexes, les polyamines omni présentes dans la nature, et qui ont été 
signalées comme étant neutralisées par les streptomycètes et où il a été rapporté que les 
concentrations présentes de polyaminiques étaient très importantes pour la survie, la maturation, la 
prolifération et finalement la production de métabolites secondaires y compris chez S. coelicolor 
(Krysenko et al., 2017). 
Enfin, des auteurs rapportent par ailleurs que des sources d’azote telles que le sulfate 
d’ammonium, le nitrate d’ammonium, le chlorure d’ammonium, la peptone, la farine soja, la farine 
d’haricot et l’extrait de levure ont une grande influence sur la production d’antimicrobiens par les 
actinobactéries (Amin et al., 2017a; Amin et al., 2017b; Ahmad et al., 2017; Taurino et al., 2011; 
Wang et al., 2017; Abdelwahed et al., 2012).  
Le Tableau 3 présente quelques sources d’azote utilisées par les souches du genre 
Saccharothrix pour la production d’antibiotiques. 
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Tableau 2. Exemples de sources de carbones ayant permis la production d’antibiotiques par 






Glucose 4 g/L Thiolutine Saccharothrix sp. SA 
233 
Lamari et al., 
2002a 







Merrouche et al., 
2010 
Glucose 5 g/L MutactimycinePR 
Mutactimycine C 
Saccharothrix sp. SA 
103 
Zitouni et al., 2004 
Glucose 4 g/L D(-)-threochloramphenicol Saccharothrix sp. 
PAL54 
Aouiche et al., 
2012 
Amidon 






Sx. xinjiangensis Babadi et al., 2019 
Glycerol 20 g/L Saccharomicine A et B Sx. espanaensis Singh et al., 2000 
Fructose 10 g/L Chloramphénicol Sx. longispora PAL54 Hamza et al., 2018 
Arabinose 10 g/L Sx. longispora PAL42 
Saccharose 10g/L 
Amidon 5 g/L 
Macrolides pentaene, 
WH01 et WH02 
Sx. yanglingensis 
Hhs.015 
Li et al., 2015 
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Tableau 3. Exemples de sources d’azotes ayant permis la production d’antibiotiques par différentes 
espèces de Saccharothrix. 
Source d’azote Molécule 
antimicrobienne 
Microorganisme Référence 
Thréonine 2,5 g/L Rebeccamycin 
Fluoroindolocarbazole 




Lam et al., 2001 
 





Saccharothrix. sp Bush et al., 1993 
Soja 3 g/L 
Tourteau de colza 20 
g/L 




Murakami et al., 2009 
Extrait de levure 4 g/L 
Extrait de malt 10 g/L 
Composés A4 et A5 Saccharothrix 
tamanrassetensis 
SA198 
Boubetra et al., 2013b 
Peptone 2 g/L 
Extrait de levure 2 g/L 








Babadi et al., 2019 
Extrait de levure 2 g/L  
Peptone 2 g/L 
Pentaene macrolides, 
WH01 et WH02 
Sx. yanglingensis 
Hhs.015 
Li et al., 2019 
1.3. Effet de la source de phosphate 
La biosynthèse de nombreux antibiotiques est très sensible à la présence de phosphore et 
dont la source préférée est le phosphate inorganique (Pi). Il a été rapporté que des concentrations 
élevées de phosphate, inhibaient la production de métabolites secondaires tout en favorisant la 
croissance des microorganismes (Bibb, 2005). Dans de nombreux cas, la synthèse d’antibiotiques 
commence après l’épuisement de la source de phosphate (Martin, 2004). Ainsi, une concentration 
de phosphate supérieure à 10 mM supprime la biosynthèse des antibiotiques chez la plupart des 
microorganismes (Lounes et al., 1996). Pour exemple, l’addition de quantités supplémentaires de 
phosphate inorganique suppriment la biosynthèse de l’actinomycine et de la tétracycline (Doull et 
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Vining., 1990), ou encore, la biosynthèse de l’actinhorhodine, la tétracycline et l’actinomycine, la 
candicidine, la spiramycine, l’avilamycine, l’animomycine (Rafieenia, 2013). 
1.4. Effet des éléments minéraux et des oligoéléments 
Outre l’impact de la nature des sources de carbone et d’azote, plusieurs travaux ont démontré 
l’implication d’autres nutriments à de faibles concentrations (environ 10-7 M) dans le processus du 
métabolisme secondaire. Il s’agit des éléments minéraux comme le magnésium, le potassium et les 
oligoéléments essentiellement le fer, le cobalt, le nickel, le cuivre, le zinc, le molybdène, et le 
manganèse (Larpent et Sanglier, 1989; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992). Par exemple, on a 
observé que la perturbation de l’homéostasie du zinc et du fer influait sur le métabolisme secondaire, 
et les effets sur la production de métabolites secondaires pouvaient exercer un effet indirect de stress 
physiologique (Genilloud., 2017). De manière constante, ces dernières années, la modification des 
concentrations en oligo-éléments dans les milieux de culture, a abouti à la découverte de nouveaux 
métabolites secondaires (Romano et al., 2018). 
2. L’inoculum 
L’inoculum représente l’ensemble de la biomasse (spores, cellules, hyphes) nécessaire pour 
ensemencer un milieu de culture de production de métabolites secondaires (Delaunay et al., 2003). 
Par ailleurs, le succès de toute production biotechnologique est étroitement relié à la qualité et à la 
quantité de l’inoculum de départ, de ce fait afin d’en garantir le succès, il convient d’assurer sa 
pureté et sa stabilité (Larpent et Sanglier, 1989; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992). Aussi il est à 
parfaitement maîtriser. 
- Le choix de l’inoculum : les spores en cryotubes (dénombrées) conservées à -20°C seront 
préférées aux tapis de spores sur boite de Pétri. 
- L’âge de l’inoculum : plus il est âgé (plus de 4 jours), plus la phase de latence est longue 
et la production de métabolite secondaire affectée. 
- Le nombre de générations : les actinobactéries possèdent un haut pourcentage en bases G 
et C dans leur ADN ce qui les rend plus sujettes aux mutations spontanées, le taux estimé chez les 
bactéries en général varie entre 10-3 à 10-20. De ce fait, le nombre de générations de l’inoculum doit 
être minimisé pour éviter de perdre partiellement ou même totalement, la capacité de synthèse de 
l’antibiotique. 
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3. Les facteurs physico-chimiques 
Lors de la caractérisation taxonomique de microorganismes nouvellement isolés, il est 
courant de rechercher les conditions de croissance optimales, notamment en fonction de la 
température, la salinité et du pH. Ces facteurs environnementaux ajouté à l’activité de l’eau (Aw), 
au potentiel d’oxydoréduction ou à d’autres qui ne concernent pas directement la composition en 
nutriments du milieu, lorsqu’ils ne sont pas maitrisés, peuvent avoir des effets négatifs sur la 
dynamique de croissance des bactéries ainsi que sur la production de métabolites secondaires. 
3.1. Effet du pH 
La valeur du pH initial ainsi que son évolution dans le milieu durant le processus de 
fermentation influent grandement sur la production des métabolites secondaires. En effet, il a été 
rapporté dans certaines études que la gamme de pH optimale pour la production de métabolites 
antimicrobiens par les actinobactéries est de 6-7 (Pharm, 2010; Hamid et al., 2015; Amin et al., 
2017b; Ahmad et al., 2017; Amin et al., 2018), selon les souches. Pour exemple, la production de 
granaticine est maximale lorsque le pH initial du milieu de culture est ajusté entre 6,5 et 7,0 (James 
et al., 1991). De même, la production maximale d’antibiotiques par Streptomyces albovinaceus a 
été observée à un pH de 7,2 et le pH optimal pour la production d’oxytétracycline était de 7,0 
(Borenstajn et Wolf., 1955; Abdelghani, 2011). De même, les travaux de Boubetra (2013) sur la 
souche Saccharothrix sp.SA198 montrent que la production de l’activité antibiotique est meilleure 
à pH 7. Toutefois, un pH basique est privilégié pour la production d’autres antibiotiques tel que la 
kanamycine par Streptomyces kanamyceticus (Pringsulaka et al., 1999) ou encore l’activité 
antibactérienne de Saccharothrix algeriensis en milieu semi synthétique qui a lieu à des pH compris 
entre 7.8 et 8.2 (Merrouche et al., 2012). 
3.2. Effet de la température 
La température affecte le taux de croissance ainsi que les réactions enzymatiques impliquées 
dans la synthèse de nombres de métabolites (Haddar et al., 2007). Les températures optimales 
permettant une synthèse des antibiotiques sont généralement plus basses que celles permettant la 
croissance (Larpent et Sanglier, 1989). Toutefois, une production maximale d’antibiotiques peut se 
produire à une température identique ou différente. Ainsi, l’étude menée par Boubetra (2013) 
montre que les souches de Saccharothrix saharensis et Saccharothrix hoggarensis possèdent une 
gamme assez large de températures de croissance, entre 20 et 45°C avec un optimum de production 
à 30°C. De manière similaire, la meilleure température pour la production de néomycine, de 
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kanamycine et d’anicomycine par Streptomyces fradiae, Streptomyces kanamyceticus et 
Streptomyces griseolus est de 30°C (Rafieenia, 2013). La souche Sx. tamanrassetensis croit à une 
température de 37°C mais pas à 45°C (Boubetra, 2013). 
3.3. Effet des conditions hydrodynamiques 
Lors de mise en culture sur bioréacteur, les biocatalyseurs (microorganismes, cellules) sont 
soumis à un environnement hydrodynamique, ayant un rôle important sur la réponse physiologique 
conditionnée par le microenvironnement biochimique et physique qu’ils rencontrent à un temps 
donné au sein du bioréacteur (Haj-Husein, 2013). Ce rôle est d’autant plus marqué dans le cas de 
morphologies spécifiques (filaments, enchevêtrements ou pelotes) telle que les actinobactéries. 
Les actinobactéries en cultures impliquent une forte demande en oxygène tout comme elles 
sont parmi les microorganismes les plus sensibles aux conséquences de l’hydrodynamique. De fait, 
l’agitation de tels systèmes, engendre la mise en mouvement du liquide ce qui influence donc le 
transfert de matière (oxygène, substrats organiques), le transfert de chaleur, les caractéristiques de 
macro- et micro-mélange ainsi que les temps de circulation (Mehmood, 2011).  
Les effets hydrodynamiques engendrés par les systèmes d’agitation et d’aération impactent 
la croissance et par conséquence affectent la production d’antibiotiques (Akhurst,1982; Chen et al., 
1996). Ces effets peuvent être caractérisées par un ensemble de paramètres mesurables tels que : 
coefficient de transfert en oxygène, concentration en substrats, puissance dissipée volumique, 
vitesse en bout de pale, flux de transfert de substrats de la phase liquide au biocatalyseur. Leur 
détermination peut contribuer à élucider ou comprendre le déclenchement du processus de 
production des métabolites (Mehmood, 2011; Haj-Husein, 2013). 
Il est donc essentiel de pouvoir relier la physiologie du microorganisme telle que la 
production d'antibiotiques (déclenchement et concentration) à l’environnement hydrodynamique en 
associant les grandeurs macroscopiques d'agitation et d'aération du bioréacteur à la réponse 
physiologique. Ainsi, Mellouli et al. (2004) rapportent que pour la souche de Streptomyces TN58, 
qui produit cinq molécules bioactives différentes, la meilleure production est obtenue à une agitation 
comprise entre 200 et 250 rpm. En revanche, pour des agitations faibles de l’ordre de 100 rpm ou 
fortes au voisinage de 300 rpm, la production de biomolécules baisse considérablement. Pour autant, 
l’augmentation de la vitesse d’agitation provoque aussi un accroissement des forces de cisaillement 
auxquelles vont être soumis les microorganismes filamenteux. Ces forces engendrent une 
fragmentation du mycélium qui mènent souvent à l’apparition de structures plus compactes (Ohta 
et al., 1995; Tamura et al.,1997). Dans le cas de la souche Sx. tamanrassetensis, une agitation de 
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250 rpm et un flux continu d’air avait permis l’obtention et la caractérisation de trois molécules 
antibiotiques originales Boubetra, (2013). 
3.4. Effet du temps d’incubation 
L’évolution de la production des antibiotiques en fonction du temps est un facteur 
déterminant. Chez les actinobactéries du genre Saccharothrix, elle est variable d’une espèce à une 
autre. A titre d’exemple, la production des biomolécules (PSA, PSB et PSC2) par la souche 
Saccharothrix algeriensis commence après 2 jours d’incubation à 28°C pour atteindre un maximum 
après 4 jours (Lamari et al., 2002a). Cependant, pour la souche Saccharothrix sp. SA 103, qui 
produit un métabolite antibactérien actif contre B. subtilis, la production commence dès le premier 
jour d’incubation pour atteindre un maximum le 4ème jour (Zitouni et al., 2004a). 
Ⅴ. OPTIMISATION DE LA PRODUCTION DES ANTIBIOTIQUES 
Le terme « optimisation » a été initialement utilisé dans la chimie analytique pour désigner 
un ensemble d’expériences permettant de développer une méthode qui, lorsqu’elle est appliquée, 
donne la ou les meilleure(s) réponse(s), fournissant ainsi des conditions avec une plus grande 
sensibilité, précision et exactitude, ainsi que des limites basses de détection et de quantification, etc. 
(Bezerra et al., 2018). Ce terme ou cette application ont depuis le début des années 1980 été 
appliqués aussi aux domaines alimentaires et pharmaceutiques, où l’optimisation a ciblé 
l’augmentation du rendement et de l’activité du produit souhaité (Singh et al., 2017). Dans le 
domaine des antibiotiques, de nombreux efforts ont été déployés pour optimiser les taux de 
production et orienter la gamme de produits (Wang et al., 2011). 
Il existe différentes méthodes d’optimisation fréquemment utilisées pour améliorer 
l’efficacité du support de production. Traditionnellement, l’optimisation est réalisée en surveillant 
l’influence d’un facteur à la fois sur une réponse expérimentale donnée. Il s’agit d’une méthode non 
statistique nommée plus couramment approche à un facteur (one-factor-at-a-time, OFAT) (Frey et 
al., 2003). D’autres méthodes sont actuellement plus en phase avec les besoins biotechnologiques 
du moment, et qui sont de conception expérimentale statistique (Singh et al., 2011; Sharma et Singh, 
2012; Ramakrishnan et al., 2013). La première méthode est très laborieuse et prend beaucoup de 
temps en comparaison des méthodes statistiques (Adinarayana et al., 2003). Par conséquent, si l’on 
devait citer des exemples de tests de robustesse statistique ce serait : la conception factorielle 
complète à deux niveaux, le Plackett-Burman design, la Méthodologie de Surface des Réponses, le 
Box Behnken design et le central composite design, qui sont des méthodes largement utilisées pour 
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sélectionner les facteurs variables et obtenir leurs niveaux optimaux (Wang et al., 2011; Ferreira et 
al., 2018; Lee, 2019). La Figure 8 est un schéma reprenant les différentes techniques utilisées dans 
le domaine de l’optimisation d’un milieu de production. 
 
Avant de développer quelques exemples de plans d’expériences classique et notamment ceux 
utilisés lors de nos travaux, nous abordons une série de termes usuels et autres notions de base 
fréquemment utilisées dans la suite. 
Terminologie (Goupy, 1999 ; Goupy, 2005) 
• La réponse : grandeur de sortie ou grandeur étudiée désignée par y (la grandeur mesurée à 
chaque essai). C’est le résultat d’une expérience, par exemple la quantité d’antibiotique produit. 
• Les facteurs : ou variables sont des termes équivalents et désignés par Ci ; il s’agit de grandeurs 
physiques modifiables par l’expérimentateur, sensées influer sur les variations de la réponse. 
Autrement dit, le facteur désigne tout paramètre pouvant influer sur la réponse expérimentale (par 
exemple les constituants du milieu de culture, les conditions physico-chimiques, etc.). 
• Niveau : valeur donnée à un facteur pour réaliser un essai. 
Figure 8. Schéma reprenant les principales méthodes de recherche utilisées en optimisation (Singh, 
2017). PPB, Plan Plackett-Burman ; RSM, Méthodologie de surface de réponse ; RNA, Réseaux de 
neurones artificiels ; AG, Algorithmes génétiques. 
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• Variables codées : le traitement par logiciel des données issues des plans d’expériences, exige 
l’utilisation de variables centrées, réduites et sans dimension, appelées « variables codées » et 
désignées par Xi. Lorsqu’on étudie l’influence d’un facteur, en général, on limite ses variations entre 
deux bornes. La borne inférieure est le niveau bas (– 1). La borne supérieure est le niveau haut (+ 
1) et la borne médiane (0) le point central (Figure 9). 
• Domaine d’étude : on l’appelle aussi domaine expérimental. Il est délimité par les niveaux 
inférieurs et supérieurs des facteurs étudiés. Les niveaux X1 et X2 de deux facteurs 1 et 2 peuvent 
être considérés comme les coordonnées d’un point de l’espace expérimental. Une expérience donnée 
est alors représentée par un point dans ce système d’axes (Figure 10). 
• Plan d’expérimentation : Une expérience donnée est représentée par un point dans ce système 
d’axes et un ensemble de points expérimentaux représente un plan d’expériences (Figure 11). 
• Matrice d’expériences : c’est la matrice qui rassemble tous les niveaux pris par toutes les 
variables codées pour les différentes expériences à réaliser dans le cadre du plan choisi. 
• Notion de surface de réponse : La représentation géométrique du plan d’expériences et de la 
réponse nécessite un espace ayant une dimension de plus que l’espace expérimental. Un plan à deux 
facteurs nécessite un espace à trois dimensions pour être représenté : deux dimensions pour les 
facteurs X1 et X2 et une dimension pour la réponse y. A chaque point (points expérimentaux) du 
domaine d’étude correspond une réponse y. A l’ensemble de tous les points du domaine d’étude 
correspond un ensemble de réponses qui se localisent sur une surface appelée la surface de réponse 
(Figure 12). 
Figure 9. Domaine de variation du facteur. Le domaine de variation du facteur est constitué de 
toutes les valeurs comprises entre le niveau bas (–1) et le niveau haut (+1) (Goupy, 2006). 
 





Figure 10. Niveaux des facteurs définissant les points expérimentaux (Goupy, 2006). 
Figure 11. Points expérimentaux du domaine d’étude défini par l’expérimentateur (Goupy, 2006). 
Les 2 traits jaunes désignent les domaines d’étude ; la surface bleu turquoise est le domaine de 
réponse et les petits ronds bleus sont les points expérimentaux. 
Figure 12. Les réponses associées aux points du domaine d’étude formant la surface de réponse. Les 
quelques réponses mesurées aux points du plan d’expériences permettent de calculer l’équation de la 
surface de réponses (Goupy, 2006). 
Chapitre I : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 36 
1. Méthode “one factor-at-a-time” 
La technique classique d’optimisation du milieu dite « une variable à la fois » ou OFAT pour 
« one-factor-at-a-time », consiste en la mise en œuvre d’expériences impliquant de tester un seul 
facteur ou variable à la fois au lieu de plusieurs simultanément. Le facteur étudié étant modifié, les 
autres sont maintenus à un niveau constant. Cette méthodologie est particulièrement utilisée au cours 
des premières étapes d’investigation du milieu de production telle que la sélection des sources de 
carbone et d’azote (Zitouni et al., 2004; Khebizi et al., 2017). Cette méthode présente des 
désagréments : En effet, elle n’inclut pas les effets interactifs entre les variables étudiées, elle ne 
décrit pas les effets complets du paramètre sur la réponse et enfin elle génère souvent une 
augmentation du nombre d’expériences nécessaires pour mener la recherche, ce qui porte des 
conséquences aussi sur le temps et le coût (augmentation de la consommation de réactifs et 
matériaux) (Bezerra et al., 2008). 
2. Méthodes statistiques d’optimisation 
Il y a quelques années, l’utilisation de la puissance de calcul de l’outil informatique a très 
vite été généralisée dans de nombreux domaines de recherche, notamment pour la gestion des 
procédés expérimentaux. Cette révolution technique ainsi que les méthodes numériques de calcul 
ont favorisé l’usage des ‘simulations’, et de manière plus large des ‘modélisations’ numériques. 
A chaque système réel étudié existe un équivalent virtuel dont les qualités sont plus 
avantageuses. En effet, l’intérêt de cette approche est que le système peut être modifié au gré de 
l’expérimentateur. Cette démarche est particulièrement appliquée lors des ‘optimisations’ pendant 
lesquelles les caractéristiques des modélisations sont modifiées afin d’améliorer certaines 
grandeurs. 
Le recours aux outils informatiques s’inscrit donc dans la volonté de limiter le plus possible 
les coûts (financiers et temporels) liés à la conception et à l’optimisation, ainsi que dans 
l’amélioration des performances d’un système, d’un processus ou d’un produit afin d’en tirer le 
maximum d’avantages (Bezerra et al., 2018). 
Au cours des dernières années, le nombre de travaux utilisant ces conceptions multivariées 
dans le développement de méthodes analytiques a augmenté, car ils sont plus économiques et 
efficaces, en plus de permettre l’optimisation simultanée des variables étudiées et avec une plus 
grande efficacité par rapport à la stratégie univariée traditionnelle (Callao, 2014). 
Le domaine de l’amélioration de la production des antibiotiques a pleinement bénéficié de 
cette évolution technique (Myers et al., 2016; Brown, 2017). Pour la recherche des conditions 
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optimales de production des antibiotiques (en fioles d’Erlenmeyer ou en bioréacteur), une bonne 
connaissance, une maîtrise et un contrôle des divers paramètres est nécessaire. Les contraintes 
pratiques et de coûts incitent fortement à recourir au prototypage virtuel pour la conception 
optimisée de nouveaux milieux de culture. L’objectif conceptuel étant d’obtenir un taux de 
production réel satisfaisant dès la première fermentation. Bien que le recours à l’optimisation et à 
la formulation du milieu de production soit pratiqué depuis des décennies, il s’agit toujours d’un des 
phénomènes les plus étudiés pour la production de nombreux métabolites (Ferreira et al., 2017; 
Bezerra et al., 2018; Lee, 2019). 
2.1. Les plans d’expériences  
La démarche des chercheurs en biotechnologies vise souvent à améliorer leurs produits ou 
encore les performances de leurs processus de production en conduisant une multitude 
d’expériences. Cependant, la mise au point et la réalisation de tels procédés peut s’avérer souvent 
coûteuses et peu performantes sans compter la difficulté d’exploiter un nombre élevé de résultats. 
Afin de surmonter ces difficultés, de nombreux chercheurs adoptent la méthode de planification des 
expériences. 
Les plans d’expériences sont des méthodes mathématiques et statistiques appliquées à 
l’expérimentation qui permettent d’organiser au mieux des essais (expériences) afin d’obtenir des 
conclusions solides et adéquates de manière efficace et économique. La méthodologie des plans 
d’expériences se base sur le fait qu’une expérience convenablement organisée conduira 
fréquemment à une analyse et à une interprétation statistique relativement simple des résultats 
(Norme ISO 3534-3). Le principal avantage du recours aux plans d’expériences est le fait de définir 
une stratégie où un grand nombre de facteurs sont intégrés, d’obtenir un maximum de 
renseignements et de résoudre le problème en ayant réalisé le minimum d’expériences. Ces objectifs 
peuvent être atteints par étapes successives, chaque étape constituant une série homogène 
d’expériences qui forment une matrice d’expériences (Box et al., 1978; Box et al., 2005). 
La solution proposée consiste à établir un modèle exprimant la réponse (la solution) en 
fonction des facteurs. Pour bâtir ce modèle, il faut appréhender ces variations. Celles-ci sont 
déduites des résultats de séries d’expériences, c’est-à-dire de plusieurs configurations pour 
lesquelles les valeurs des facteurs sont différentes. C’est la notion de plan d’expériences qui 
correspond à la réalisation d’une série de N expériences, qui sont toutes déterminées à priori, 
réalisables et indépendantes entres-elles. Ainsi, la réalisation d’un plan revient à déterminer la valeur 
de la fonction réponse pour ces N configurations. Une relation de modélisation en est alors déduite. 
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Suivant le type des modèles mathématiques, l’expérimentateur pourra déduire des informations plus 
ou moins précises, qualitatives et quantitatives. 
Les deux principales applications possibles de la ‘méthode des plans d’expériences’ sont  : 
(a) les techniques de ‘screening’ destinés à étudier (estimer et comparer) les effets des paramètres, 
et (b) les plans pour régler les paramètres afin d’atteindre un optimum et qui reposent sur la 
méthodologie des surfaces de réponse. 
- La technique du ‘screening’ 
Cette analyse permet de déterminer parmi les facteurs recensés par l’expérimentateur, ceux 
qui ont une influence statistiquement non négligeable sur les variations de la réponse. C’est une 
étude purement qualitative du système puisqu’on cherche à déterminer les facteurs en fonction 
desquels la réponse varie. 
- La méthodologie des surfaces de réponse 
Les variations de la réponse sont calculées en fonction des facteurs influents identifiés 
précédemment lors du screening. Cette étude est quantitative. Le but étant de déterminer comment 
la réponse varie. Le calcul des surfaces de réponse peut servir à la détermination des conditions 
optimales, ou bien initier un processus plus complexe d’optimisation. 
Il existe de nombreux plans d’expériences adaptés à tous les cas rencontrés par un 
expérimentateur. De nombreux outils mathématiques sont mis au point afin de faciliter l’analyse 
des résultats des plans d’expériences. Les plus utilisés seront présentés ci-dessous. 
2.2. Les logiciels statistiques 
Lors d’une optimisation ou de calcul d’un plan d’expériences, de nombreux calculs 
mathématiques sont nécessaires. Leur réalisation s’avère fastidieuse et très coûteuse en temps, et 
peut également être source d’erreurs. L’intérêt de l’outil statistique réside dans le fait que toutes les 
procédures de calcul dans les plans d’expériences et l’optimisation par plans d’expériences, reposent 
sur la réalisation d’expériences virtuelles (simulations) ou de calculs mathématiques effectués par 
ordinateur. Des logiciels statistiques comme Minitab, Statistica, Matlab, StatSoft, etc. sont donc 
conçus pour faciliter au maximum la réalisation de ces différentes opérations, en assurant 
l’automatisation complète des calculs des plans d’expériences et des processus d’optimisation. 
Minitab est un logiciel statistique conçu, à l’origine, par le Département de Statistiques de 
l’Université de Pennsylvanie (U.S.A.) de la société (Minitab Inc., State College, PA, USA). Il 
permet d’analyser des données dans le cadre de projets d’amélioration de la qualité des processus. 
Il est particulièrement adapté à l’analyse statistique de petits Tableaux de données bien structurés : 
plans d’expériences, analyse de la variance, méthodes relatives à la corrélation et à la régression 
Chapitre I : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 
 39 
simple et multiple, tests d’indépendance, analyse en composantes principales, contrôle statistique 
de la qualité, etc. L’interface graphique WINDOWS apporte à ce logiciel une plus grande souplesse 
d’utilisation et une meilleure présentation des résultats. 
Minitab propose nombre de fonctionnalités régulièrement améliorées et adaptées aux 
besoins des expérimentateurs (Minitab handbook, 2001). 
■ La conception de plans d’expériences 
■ La mise en œuvre d’analyses statistiques et de procédures 
■ L’exploration des données avec graphiques 
■ L’évaluation de la qualité 
Le logiciel Minitab permet de réaliser les calculs suivants  
- Les plans d’expériences de screening 
Minitab offre la possibilité d’appliquer de nombreux plans de screening. Cela comprend 
principalement ; les plans de Plackett-Burman, les plans de Taguchi, les plans factoriels complets 
et les plans fractionnaires.  
- Les plans d’expériences de Response Surface Methodology (RSM) 
De la même manière, Minitab propose un choix de plans d’expériences de RSM pouvant 
être calculés automatiquement. Il s’agit des plans Box-Behnken, les plans composites centraux, les 
plans de Doehlert, etc. 
Une fois les calculs (plans d’expériences, optimisation) terminés, les résultats numériques 
sont alors analysés. Le traitement des données chiffrées peut être illustré par des représentations 
graphiques et des équations générées par le logiciel Minitab. 
2.3. Les techniques du screening « Plackett-Burman Design » 
L’optimisation de tous les facteurs (composants et paramètres) dont dépend une production, 
qu’ils soient significatifs ou non, prend du temps et coûte cher. Il convient donc de détecter et retenir 
uniquement les facteurs dignes d’intérêt, dont dépendra la suite de l’optimisation. La technique du 
screening (mot anglosaxon qui désigne le criblage) est un test statistique de sélection qui permet de 
déterminer, parmi un ensemble initial de facteurs, ceux qui sont influents (Benoist, 1994; 
Schimmerling, 1998). Il s’agit d’une étape essentiellement qualitative puisqu’elle permet 
d’identifier les facteurs ayant une influence significative sur le fonctionnement d’un procédé 
(exemple la production optimale d’antibiotiques). La technique du screening constitue une étape 
importante avant toute analyse plus « fine » ultérieure, pouvant être notamment assurée par la 
méthodologie des surfaces de réponses. 
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Parmi les méthodes statistiques assurant la fonction de screening, les plans de Taguchi et les 
plans de Plackett-Burman (PBD) sont les plus utilisés. 
Les plans de Taguchi sont issus des travaux du Dr Genichi Taguchi, et ont été développés 
dans une optique d’utilisation industrielle. Ce sont en fait des plans factoriels fractionnaires, prenant 
en compte certaines interactions jugées importantes (Garcia, 1995). 
Le ‘Plackett-Burman Design’ (PBD) est une méthode qui fait référence au travail original 
réalisé en 1946 par Plackett et Burman, où ils ont présenté des plans expérimentaux pour étudier la 
dépendance d’un facteur mesuré à un certain nombre d’autres variables indépendantes (Plackett et 
Burman, 1946). Il s’agit donc d’identifier les facteurs importants qui affectent les résultats de 
l’expérience (Chen et al., 2002). Par ailleurs, ce test statistique permet de réduire le nombre de 
facteurs à optimiser par la suite et de ce fait, gagner du temps et de l’argent. L’emploi de ce type de 
plan réduit considérablement le nombre d’expérimentations générées. 
Les matrices de calcul des plans de Plackett et Burman sont en fait des matrices d’Hadamard 
(Benoist, 1994; Droesbeke, 1997), c’est-à-dire des matrices ayant 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 
lignes, etc. dans un Tableau expérimental. Le plan repose sur des matrices carrées dont les éléments 
sont soit (-1) soit (+1) et dont le nombre de lignes (ou de colonnes) est multiple de 4. Cela permet 
d’analyser jusqu’à (n-1) variables dans au moins n expériences où n est un multiple de 4. Pour 
exemple un modèle PBD avec n = 12 est conçu comme indiqué dans le Tableau 4.  
Tableau 4. Plan Plackett-Burman pour matrice à n = 12. 
Essai Variables (n-1=11) 
n=12 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 
1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 -1 
4 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
5 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 
6 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 
7 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 
8 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 
9 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 
10 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 
11 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 
12 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 
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Les facteurs des plans de Plackett et Burman sont généralement des plans à 2 niveaux et il 
n’y pas de point central car on ne cherche pas à modéliser les résultats (Goupy, 2005). La conception 
des matrices permettant de fournir les conditions de chaque expérience ou test est rapide et simple 
du fait que cela est directement généré via des logiciels statistiques tel qu’ELLIPSE, Design expert, 
Minitab, etc. 
Le plan Plackett-Burman a été appliqué par plusieurs chercheurs pour sélectionner des 
facteurs d’influence parmi les constituants d’un milieu complexe (Dasu et Panda., 2000; Bashir et 
al., 2012; El Sheekh et al., 2016; Wang et al., 2017). 
2.4. Modélisation 
La modélisation est l’objectif du plan d’expériences. Une fois que les facteurs influents sont 
identifiés, elle permet de trouver la forme de cette influence et l’équation ou la fonction qui décrivent 
les variations du phénomène étudié en fonction des facteurs influents (Goupy, 2006). 
Toute réponse expérimentale peut être écrite sous la forme suivante : 
Où y est la grandeur d’intérêt et la réponse expérimentale, Xk, les facteurs influents contrôlés et Ɛ, 
l’erreur expérimentale. Quant à f, elle est une fonction inconnue (modèle théorique) des facteurs 
influents contrôlés (X1, X2,... Xk). 
L’équation de régression obtenue sur la base de l’expérience s’écrit sous la forme suivante : 
ŷ = b0 + ∑ bj Xj 
k
j=1








2      (1) 
Où ŷ est la réponse estimée (valeur prédite par le modèle) de y (valeur expérimentale), 
Xj représentent les coordonnées des facteurs Xk exprimées en variables centrées réduites, (j =1,…,k).  
On appelle les coefficients : 
b0 : Terme constant de l’équation de régression, bj : Effets linéaires, buj : Effets d’interactions, bjj : 
effets quadratiques. Chaque valeur expérimentale yi est sujette aux erreurs aléatoires ɛi à distribution 
normale telle que (Benoist et al.,1994; Goupy, 2006): 
y = f (X1, X2,…,Xk) + ɛ 
 
yi= ŷi+ ɛi 
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2.5. Modélisation par la méthodologie des surfaces de réponse 
La méthodologie des surfaces de réponse (RSM, pour ‘Response Surface Methodology’) 
constitue le second volet de la méthode des plans d’expérience. Cette technique vise à déterminer 
d’une façon quantitative les variations de la fonction réponse vis-à-vis des facteurs d’influence 
significative (Box et Draper 1987; Goupy,1999). Elle vient ainsi s’appliquer à la suite du screening, 
puisque logiquement, elle n’utilise que les facteurs précédemment jugés pertinents. 
Les méthodologies de RSM, ou plans de second degré sont un ensemble de techniques 
statistiques basées sur l’ajustement d’une équation polynômiale aux données expérimentales, qui 
doivent décrire le comportement d’un ensemble de données dans le but de faire des prévisions 
statistiques. L’objectif final est d’optimiser les niveaux des variables significatives pour atteindre le 
meilleur système de performance (Bezerra et al., 2008). En d’autres termes, dans cette méthode, il 
est question d’optimisation mais aussi d’évaluation des relations pouvant exister entre les différentes 
réponses, ainsi que les facteurs ou variables appelés (X1 X2 X3 … etc). Selon Lee (2019), il s’agit 
d’une approche puissante et généralisée pour comprendre les relations de cause à effet entre les 
variables ainsi que le processus d’optimisation. Pour ce faire, plusieurs plans factoriels sont 
employés par cette technique pour l’analyse des résultats à savoir le plan Box-Behnken et le plan 
central composite pour « centre composite design » (Qiu et al., 2013). 
Comme expliqué plus haut, la notion de « surface de réponse », répond à l’équation (1) 
nommée fonction de réponse où les niveaux de Xj Xj représentent les coordonnées d’un point 
expérimental et y la valeur de la réponse en ce point. La Figure 12 (p 35) donne un exemple de 
représentation graphique de la fonction réponse en fonction de 2 facteurs. La surface de réponse 
correspond à l’ensemble des réponses de tous les points du domaine expérimental représenté par la 
zone verte de cette Figure. Le nombre et l’emplacement des points expérimentaux sont le problème 
fondamental des plans d’expériences. La méthode repose sur le fait de chercher à obtenir la 
meilleure précision possible sur la surface de réponse tout en limitant le nombre d’expériences 
(Goupy, 2006). 
Par ailleurs, l’application de la RSM comme technique d’optimisation suit des étapes à 
savoir : (1) la sélection de variables indépendantes à effets majeurs ou significatifs sur le système 
par des études de dépistage et de délimitation du domaine expérimental, selon l’objectif de l’étude 
et de l’expérience du chercheur ; (2) le choix de la conception expérimentale et de la réalisation des 
expériences selon la matrice expérimentale choisie ; (3) le traitement mathématique et statistique 
des données grâce à l’équation générée par le logiciel ; (4) l’évaluation de l’aptitude du modèle ; (5) 
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la vérification de la nécessité et possibilité d’effectuer un déplacement en direction de l’optimum ; 
et enfin (6) obtenir les valeurs optimales pour chaque élément étudié variable. 
Le résultat typique d’une expérience de screening de milieux de culture par exemple est que 
les composants du milieu les plus importants sont identifiés. Ces composants doivent ensuite être 
étudiés dans un nouveau plan expérimental dans le but de déterminer les valeurs optimales de ces 
facteurs. Cela nécessite l’utilisation d’autres plans expérimentaux plus élaborés, tel que le plan de 
centrale composite (CCD) (Wang et al., 2011), la matrice de Doehlert (DM) ou encore le plan de 
Box-Behnken (BBD) (Joshi et al., 2006; Kanmani et al., 2013). Ces plans sont capables d’ajuster 
une équation de prédiction de second ordre pour la réponse du type de (1) (Sharma et Singh, 2012). 
La Figure 13 illustre le cas d’une optimisation RSM à trois facteurs avec application du plan 
de Box-Behnken (BB). Dans ce cas, les points expérimentaux sont au milieu des arêtes de chacun 
des côtés du cube (Figure 13). Ce plan comporte douze essais auxquels on peut ajouter un (ou 
plusieurs) point(s) central(aux).  
Le Tableau 5 représente la matrice indiquant ces douze essais accompagnés d’un seul point 
central. Dans la pratique, on réalise souvent 3 ou 4 points au centre (Goupy, 2006). Les résultats des 
expériences (essais) de BB sont représentés dans un tracé de contour ou une surface de réponse où 
l’optimum des facteurs étudiés est clairement visualisé (Figure 14). Cette étape finale du plan porte 
le nom de la méthodologie de surface de réponse (RSM). 
Plusieurs chercheurs travaillant sur des programmes de découverte d’antibiotiques ont utilisé 
la RSM comme outil statistique pour reconnaître, manipuler et optimiser les constituants influents 
du milieu de culture, et ont enregistré l’augmentation de la production d’antibiotiques (Sircar et al., 
1998; Dasu et Panda., 2000; Elibol, 2004; Wang et al., 2011; Chen et al., 2013; Zhou et al., 2017).  
Figure 13. Plan Box-Behnken pour trois facteurs étudiés (Goupy, 2006).  
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1 0 - 1 - 1 
2 + 1 0 - 1 
3 0 + 1 - 1 
4 - 1 0 - 1 
5 - 1 - 1 0 
6 + 1 - 1 0 
7 + 1 + 1 0 
8 - 1 + 1 0 
9 0 - 1 + 1 
10 + 1 0 + 1 
11 0 + 1 + 1 
12 - 1 0 + 1 





Figure 14. Représentation d’une optimisation d’activité antimicrobienne avec un plan 
expérimental BB et tracé de contour définissant l’interaction entre le temps d’incubation et la 
concentration en dihydrogène phosphate de potassium sur l’axe des x et des y respectivement 
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I. LA SOUCHE SACCHAROTHRIX TAMANRASSETENSIS SA198 
1. Origine de la souche 
La souche Saccharothrix tamanrassetensis SA198 provient du Laboratoire de Microbiologie 
des Systèmes Microbiens (LBSM) de l’Ecole Normale Supérieure de Kouba (Alger). Elle a été 
isolée en 1995 par Zitouni lors d’un criblage de souches d’actinobactéries productrices d’activités 
antimicrobiennes provenant des sols du Hoggar, dans la région de Tamanrasset (Algérie), en 
utilisant le milieu « chitine-vitamines B-agar » (Hayakawa et Nonomura, 1987) additionné 
d’actidione (50 μg/mL). 
2. Conservation de la souche 
La souche Sx. tamanrassetensis SA198 a été initialement récupérée à partir d’une culture en 
tube à vis incliné dans le milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2, Shirling et Gottlieb, 
1966), dont la composition pour 1L de milieu est la suivante : Glucose, 4 g ; extrait de malt, 10 g ; 
extrait de levure, 4 g ; agar, 15 g ; eau distillée q.s.p. 1000 mL ; pH ≈ 7,2. La souche a été ensuite 
conservée en cryotubes à -20°C sous forme de suspension de spores, et aussi en tubes à vis inclinés 
(milieu ISP2). 
Pour sa conservation en cryotubes, la souche est ensemencée en stries serrées sur milieu 
ISP2 solide (20 mL) en boites de Pétri (diamètre 90 mm). Les boites sont incubées pendant 10 jours 
à 30°C jusqu’à obtenir une bonne sporulation. Après obtention d’un tapis de spores dense, 6 mL 
d’une solution stérile de Tween 80 à 0,1% sont déposés dans chaque boite de Pétri. La surface de la 
culture sporulée est soigneusement grattée avec une anse de platine. La suspension de spores 
récupérée à l’aide d’une pipette stérile, est mélangée à du glycérol à une concentration finale de 
25% (75 mL de solution « Tween + spores » et 25 mL de glycérol 100%), puis répartie dans des 
tubes cryogéniques de 4,8 mL Nalgene (Fischer), lesquels sont conservés à -20°C. 
II. ÉTUDE DES PROPRIETES ANTAGONISTES DE LA SOUCHE SX. 
TAMANRASSETENSIS SA198 
L’évaluation du pouvoir antagoniste de la souche SA198 a été opérée suivant deux méthodes 
: un criblage classique et un criblage moléculaire. En criblage classique, l’activité antimicrobienne 
a été déterminée par la méthode des stries croisées et par celle des cylindres d’agar. Le criblage 
secondaire de notre souche a été effectué via une méthode moléculaire consistant à rechercher la 
présence de gènes spécifiques de la voie de biosynthèse des molécules antimicrobiennes. 
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1. Méthode classique de recherche du pouvoir antagoniste 
Le dépistage antimicrobien in vitro été effectué selon la méthode de diffusion dans la gélose 
dite des stries croisées, qui est la plus couramment et largement utilisée avec la mesure de la zone 
d’inhibition (Madigan et al., 1997). 
Les microorganismes-cibles, au nombre de quarante (40), sont répartis comme suit  : sept 
(07) bactéries à Gram-positif (Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus sp., Listeria 
monocytogenes ATCC 13932 et Staphylococcus aureus résistant à la  méticilline ATCC 25923, S. 
aureus ATCC 25922, S. aureus ATCC 43300 et S. aureus 639c ; cinq (05) bactéries à Gram-négatif 
(Klebsiella pneumoniae CIP 82.91, Acinetobacter baumanii, Escherichia coli ATCC 8739, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Agrobacterium sp.), vingt (20) champignons filamenteux 
(Fusarium solani, F. sporotrichioides, F. culmorum, F. proliferatum, F. oxysporum f. sp. lini, F. 
equiseti, F. moniliforme, F. oxysporum f. sp. albedinis, F. oxysporum f. sp. Radicis-lycopersici, 
Penicillium expansum, P. glabrum, Umbelopsis ramanniana NRRL 1829, Aspergillus carbonarius 
M333, A. niger OT304, A. westerdijkiae, A. parasiticus CBS 100926, A. flavus NRRL 3251, 
Trichoderma sp., Alternaria sp. et Botrytis cinerea), sept (07) levures incluant Candida albicans 
IPA200, C. albicans IPA988, C. tropicalis, C. glabrata, C. pseudotropicalis, C. zeylanoides et C. 
guilliermondii) et un mycoplasme (Ureaplasma parvum ATCC 27813). Les souches sans mention 
de numéro d’accession appartiennent à la collection du LBSM. Klebsiella pneumoniae CIP 82.91 et 
Escherichia coli ATCC 8739 sont multirésistantes aux antibiotiques. 
1.1. Méthode des stries croisées 
L’activité antimicrobienne de la souche SA198 a été évaluée par la technique des stries 
croisées sur le milieu ISP2 solide (Waksman, 1947; Williston et al., 1947). La souche est 
ensemencée en un seul trait à la surface du milieu et en bordure de la boite de Pétri (D = 9 cm). 
Après une incubation de 8 à 10 jours à 30°C, les microorganismes cibles sont inoculés par stries 
perpendiculaires à l’actinobactérie. La lecture des résultats est effectuée après 24 à 48 h d’incubation 
et consiste en la mesure de la zone d’inhibition entre le bord de l’actinobactérie et le germe cible. 
1.2. Méthode moléculaire : Recherche des gènes de biosynthèse des antibiotiques 
Cette méthode permet de déterminer le pouvoir antagoniste de la souche Sx. 
tamanrassetensis SA198 en recherchant la présence de certains gènes de biosynthèse des 
antibiotiques. Il s’agit des gènes codant pour les enzymes polykétides synthétases (PKS-I et PKS-
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II) et peptide synthétase non ribosomales (NRPS). Ces séquences de gènes sont amplifiées par PCR 
en utilisant des amorces spécifiques.  
➢ Extraction de l’ADN génomique 
A la surface d’une boite de culture de 8 jours à 28°C de la souche Sx. tamanrassetensis, du 
mycélium est prélevé aseptiquement à l’aide d’un cure-dents stérile et transféré dans un tube 
Eppendorf stérile de 1,5 mL. L’ADN est extrait selon la méthode de Liu et al. (2000) par addition 
de 500 μL d’une solution de lyse composée de 400 M de Tris-HCl [pH 8], 60 mM d’EDTA [pH 8], 
150 mM de NaCl et 1% de sulfate de sodium dodecyl (SDS). A l’aide d’un, cône stérile, le mycélium 
est bien écrasé dans le tampon de lyse puis laissé à température ambiante pendant 15 min afin que 
le processus de lyse s’opère. Une solution composée d’acétate de potassium à 5 M et de 11,5% 
d’acide acétique glacial à pH 4,8 est ajoutée à raison de 150 μL au mélange précédent. Le tout est 
vortexé brièvement puis centrifugé une minute à 12 000 g. A partir du surnageant, 400 μL de 
solution réactionnelle sont récupérés et transférés dans un autre tube Eppendorf stérile. Un volume 
équivalent d’isopropanol est additionné à la solution réactionnelle puis mélangés brièvement par 
inversion, avant d’être centrifugés de nouveau pendant 2 min à 12 000 g. Enfin, le surnageant est 
éliminé et le culot lavé avec 300 μL d’éthanol à 70% par centrifugation pendant 1 mn à 12 000 g. 
L’ADN extrait (le culot) est mis à sécher une nuit à température ambiante puis re-suspendu dans 40 
μL d’eau bidistillée stérile et conservé à -20°C pour une utilisation ultérieure. 
La qualité et la quantité d’ADN extrait sont évaluées par spectrophotométrie à l’aide d’un 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La densité optique (DO) est mesurée simultanément pour 
l’échantillon à deux longueurs d’ondes différentes : 260 nm (longueur d’onde d’absorption des 
acides nucléiques) et 280 nm (longueur d’onde d’absorption des protéines). 
➢ Amplification par PCR de la séquence adénylation du Peptide Non-Ribosomal (NRPS) et 
de la séquence kétosynthétase des Polykétides Synthétases (PKS) 
La PCR consiste à amplifier de manière spécifique et en grande quantité un fragment d’ADN 
par action répétée d’une ADN polymérase. Les séquences des domaines adénylation des NRPS et 
kétosynthétase des PKSs ont été amplifiées en ayant recours à une série de paires d’amorces 
spécifiques : A3F/A7R (NRPS), K1F/M6R (PKS I) et KSα/KSβ (PKS II) et ce afin de repérer les 
gènes codant pour ces domaines (Tableau 6) dans la souche Sx. tamanrassetensis SA198. 
L’expérience consiste à réunir dans un mélange final de 50 μL les composés suivants : 
▪ L’ADN matrice à raison de 20 à 40 ng, 
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▪ Un mélange de 0,4 μM de désoxynucléoside triphosphate (dNTP),-Les amorces à raison de 2 μM 
chacune, 
▪ Le tampon 1X composé de MgCl2 de 2,5 U de Taq ADN polymérase et de 5% de 
diméthylsulfoxyde (DMSO). 
Tableau 6. Liste des amorces utilisées pour l’amplification des domaines cibles des PKS et NRPS. 
Gènes (domaine) Amorces Séquences (5’–3’) Références 
NRPS (Adénylation) 
Walsh, 2007 
F A3F 5’-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG3-3’ 
R A7R 5’-SASGTCVCCSGTSCGGTAS3-3’ 
PKS-I (Kétosynthétase)  
F K1 5’-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’ 
R M6R 5’-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’ 
PKS II (Kétosynthétase) 
Metsä-Ketelä et al., 1999 F KSα 5′-TSGCSTGCTTGGAYGCSATC-3′ 
R KSβ 5′-TGGAANCCGCCGAABCCTCT-3′ 
S = C (cytosine) ou G (guanine) ; Y = C ou T (thymine) ; B = C, G ou T ; N = A (adénine), T, C ou G et V = A, C, ou G. 
La PCR a été réalisée dans un système TProfessional Trio PCR (Biometra, Goettingen, 
Allemagne). L’eau distillée a été utilisée comme contrôle. Les conditions de la PCR comprennent 
une première dénaturation à 98°C pendant 4 min suivie de 30 cycles avec dénaturation à 94°C durant 
1 min et hybridation pendant 1 min à 57,5°C avec K1F/M6R, à 58°C avec KSα/KSβ et à 57°C avec 
A3F/A7R suivie d’une extension durant 2 min à 72°C. L’extension finale est opérée à 72°C pendant 
10 min. 
Le produit de PCR est analysé par électrophorèse sur gel d’agarose à 0,8% (p/v). Les bandes 
qui s’étendent de 1200 à 1400 pb, 600 pb et 700 à 800 pb correspondent respectivement aux produits 
des gènes PKS-I, PKS-II et NRPS. 
III. CINETIQUE DE PRODUCTION DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DE SA198 
EN MILIEU LIQUIDE 
Dans cette partie du travail, la production de l’activité antimicrobienne est étudiée en testant 
différentes sources d’azote et de carbone par la méthode classique « un facteur à la fois ». Le but est 
de sélectionner les meilleures sources nutritionnelles permettant une production optimale de 
l’activité antimicrobienne. Les deux sources de carbone et d’azote retenues seront utilisées dans les 
expériences d’optimisation de la production. 
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1. Le milieu de culture pour les pré-cultures et les cultures de production 
Le choix du milieu de culture pour les pré-cultures et les cultures de production des 
antibiotiques par la souche Sx. tamanrassetensis SA198 s’est porté sur le milieu de base mis au point 
par Strub (2008) mais que nous avons légèrement modifié en supprimant deux constituants qui sont 
le MOPS (acide 3-(N-Morpholino) propansulfonique) et le (NH4)2 SO4. La composition du milieu 
de base est comme suit : MgSO4 7H2O 0,2 g ; KH2PO4 0,5 g ; K2HPO4 1 g ; NaCl 2 g ; CaCl2 1 g ; 
FeSO4 7H2O 0,01 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml, pH ≈ 7,2. 
1.1. Les pré-cultures 
La souche Sx. tamanrassetensis SA198 est réactivée en prélevant le contenu (200 μL) des 
cryotubes (conservés à -20°C) par la méthode d’inondation sur le milieu ISP2 gélosé (en boite de 
Pétri) jusqu’à obtention d’une bonne croissance et sporulation (10 jours à 28°C). Ces cultures en 
boites de Pétri constituent l’inoculum qui servira à ensemencer les pré-cultures. 
Les pré-cultures sont préparées dans des fioles d’Erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL 
de milieu de culture. A partir des boites sporulées d’ISP2, un inoculum composé de deux (02) 
carottes de 4 mm de diamètre sont découpées à l’emporte-pièce stérile et ajoutés aseptiquement dans 
chaque fiole tel que décrit par Ahsan et al. (2017). Cet inoculum correspond à une charge de 105-
106 spores par mL (Wang et al., 2011). Les fioles ainsi ensemencées sont ensuite incubées en 
agitation rotative (250 rpm) durant 3 jours à 30°C. 
Pour chaque source d’azote ou de carbone testée, 3 répétitions (3 fioles d’Erlenmeyer) sont 
effectuées. Après 3 jours d’incubation à 30°C sur un agitateur rotatif (250 rpm), les pré-cultures 
obtenues vont servir à leur tour à ensemencer des Erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL du 
même milieu liquide avec un inoculum de 5 mL de la pré-culture (soit 5 % du volume utile). 
Les cultures sont incubées à 30°C sous agitation à 250 rpm. La durée d’incubation est de 10 
jours. Chaque expérience est répétée trois fois. L’évolution de l’activité antibiotique, du pH et du 
poids sec du mycélium est suivie quotidiennement (Figure 15). 
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1.2. Les cultures pour les cinétiques de production 
Les cinétiques de production des antibiotiques ont été réalisées sur le milieu de culture de 
base, additionné de différentes sources d’azote et de carbone. 
Le choix des sources d’azote et de carbone est basé sur les résultats obtenus par Boubetra 
(2013) et Laassami (2015). Un protocole commun pour les cinétiques est schématisé dans la Figure 
16. Les milieux de production sont inoculés avec les pré-cultures.  
Chaque expérience est réalisée en triple. Les cinétiques sont suivies pendant 10 jours à 30°C, 
et des prélèvements sont effectués toutes les 24 heures pour suivre l’évolution de la production de 
l’activité antimicrobienne, la croissance et le pH. Les cinétiques réalisées sont conduites dans les 
mêmes conditions à savoir, la taille de l’inoculum, les volumes de pré-cultures et de cultures, les 
conditions de prélèvements et de mesures. 
1.3. Les sources d’azote 
Seize composés ont été testés en tant que sources d’azote : Le corn steep liquor à 5 % 
(poids/volume) (p/v), l’extrait de levure, l’extrait de malt, la peptone de caséine, la caséine, le sulfate 
d’ammonium ((NH4)2SO4) et la tryptone à 0,25 % (p/v), la L-proline, la L-tyrosine, la L-alanine, 
l’arginine, la valine, la leucine, la méthionine, la cystine et la lysine à 0.05 % (p/v). Lors de cette 
cinétique, le milieu de culture est additionné de glucose en tant que source de carbone à 1% (p/v). 
La source d’azote permettant une production optimale sera retenue pour réaliser les cinétiques des 
sources de carbone. 
Figure 15. Mise en culture de la souche Sx. tamanrassetensis SA198 pour la 
production des antibiotiques en fioles d’Erlenmeyer. 
Inoculum  
(Culture de la souche 
en milieu ISP2) 
Prélèvement de deux 
carottes (4 mm diamètre) 
Précultures en fioles 
de 250 mL  
Cultures de production 
en fioles de 500 mL  
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1.4. Les sources de carbone 
Dans la seconde série de cinétiques, huit sources de carbone sont testées : le glucose, les 
dextrines, le fructose et le saccharose, ajoutées chacune à raison de 1% (p/v), mais aussi le 
propionate, le pyruvate, le succinate et l’acétate de sodium à 0.1% (p/v). Dans le cas de cette 
cinétique, le corn steep liquide à 5% (p/v) a été utilisé comme source d’azote dans le milieu de base. 
 
2. Mesures de l’activité antimicrobienne, de la croissance et du pH 
Pour la mesure de l’activité antimicrobienne produite, de la croissance et du pH, 4 mL de 
culture homogénéisée sont prélevés toutes les 24 h à partir de chaque fiole d’Erlenmeyer, et sont 
répartis en deux tubes Eppendorf stériles. Un des 2 tubes Eppendorf est centrifugé à 12 000 rpm 
pendant 10 mn. Le surnageant servira à la mesure du pH au moyen d’un pH mètre de marque Hanna 
instruments et le culot servira à la mesure de la croissance. L’autre tube Eppendorf non centrifugé 
servira à la détermination de l’activité antimicrobienne. 
 
  








Cinétiques de production 
- 3 fioles par source d’azote ou de carbone, 
- 100 mL de milieu/fiole de 500 mL, 
- Culture en shaker à 30°C, 250 rpm, 
10 jours d’incubation. 
 
Prélèvement des échantillons 
- Toutes les 24 h, 
- 2 mL / tube Eppendorf 
Analyses 
Figure 16. Protocole de suivi des cinétiques de culture de production des antibiotiques. 
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2.1. Mesure de l’activité antimicrobienne 
L’activité antimicrobienne est évaluée selon les standards de EUCAST (EUCAST, 2018) et 
par la méthode conventionnelle de diffusion des puits contre les germes-cibles ayant montré la plus 
grande sensibilité dans les tests déterminant le pouvoir antagoniste de la souche SA198, à savoir : 
les deux bactéries Bacillus subtilis ATCC 6633 (BS) et Staphylococcus aureus résistant à la 
méticilline SARM ATCC 639c (SA) et le champignon Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (UR). 
Les suspensions des germes cibles sont calibrées à l’étalon 0,5 de la gamme de Mc Farland. 
Les milieux de culture utilisés sont le milieu Mueller-Hinton (IPA4) pour les bactéries et le 
milieu Sabouraud (IPA) pour les champignons et ne contiennent que 12 g d’agar par litre de milieu. 
Les milieux préparés sont préalablement ensemencés avec une souche-cible à raison de 100 uL pour 
100 mL de milieu de culture, avant d’être coulés en boîtes de Pétri. 
Après solidification du milieu à la température du laboratoire, des puits sont creusés 
aseptiquement à l’aide d’un emporte-pièce de 7 mm de diamètre. 
A partir d’un échantillon de 2 mL de surnageant de culture prélevé dans un des 2 tubes 
Eppendorf stériles (Figure 16), un aliquote de 0,1 mL est introduit dans chaque puits. Les boîtes 
sont entreposées 2 h à 4°C pour permettre la diffusion des substances actives et l’arrêt provisoire de 
la croissance des germes-cibles, puis incubées pendant 24 h (pour les bactéries) et 48 h (pour les 
champignons) à 30°C. La lecture des résultats se fait en mesurant avec une règle graduée, le diamètre 
de l’auréole d’inhibition autour du puits. 
2.2. Mesure de la croissance 
Le tube Eppendorf préalablement taré et contenant le culot, sert pour la mesure de la 
croissance par la mesure du poids sec de la biomasse (Pfefferle et al., 2000). Pour cela, le tube 
renfermant le culot est déposé dans un four à 105°C pendant 24 h puis pesé (balance analytique, 
KERN). Le poids sec obtenu est rapporté en gramme de matière sèche par litre de milieu de culture. 
Ⅳ. OPTIMISATION STATISTIQUE DE LA PRODUCTION DE L’ACTIVITE 
ANTIMICROBIENNE 
Après sélection des meilleures sources d’azote et de carbone permettant une bonne 
production de l’activité antimicrobienne par la souche Sx. tamanrassetensis SA198, des essais 
d’optimisation statistique ont été entrepris dans le but d’améliorer cette production. 
 
4 Institut Pasteur d’Alger 
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La méthode d’optimisation choisie est basée sur l’utilisation des plans d’expériences. Il 
s’agit de rechercher le lien existant entre une grandeur d’intérêt y et des variables xi, (Goupy, 2006), 
dans notre cas l’activité antimicrobienne, et les paramètres régissant cette activité respectivement. 
C’est un test à deux niveaux qui peut être symbolisé par une fonction du type : Y = f (Xi).  
Pour cela, l’optimisation du milieu de culture est réalisée en deux étapes. La première étape 
a pour but de sélectionner les facteurs (variables ou paramètres) ayant un effet positif sur la 
production avec l’emploi du plan de Plackett et Burman (1946). C’est un test à deux niveaux, ce qui 
est notre cas, basé sur un modèle mathématique du premier degré. La deuxième étape de 
l’optimisation permet de déterminer les optima des paramètres sélectionnés en utilisant un autre 
outil statistique qui est la méthodologie de surface des réponses via le plan de Box et Behnken 
(1960). 
La Figure 17 résume le cheminement entrepris pour l’optimisation de la production de 
l’activité antimicrobienne par la souche SA198. Le milieu de culture de production sur lequel 
portera l’optimisation a la composition suivante pour 1L de milieu : Saccharose 10 g ; Corn steep 
liquor 50 g ; MgSO4 7 H2O 0,2 g ; KH2PO4 0,5 g ; K2HPO4 1 g ; NaCl 2 g ; Ca Cl2 1 g ; FeSO4 7 
H2O 0,01 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml ; pH ≈7,2. 
1. Détermination des facteurs influençant la production de l’activité antimicrobienne par 
Plackett-Burman design  
Un plan d’optimisation séquentiel est appliqué afin d’améliorer la production de l’activité 
antimicrobienne. Le plan Plackett-Burman (étape 1-Figure 17) est employé dans une première étape 
afin de déterminer les composants du milieu et autres paramètres ayant une influence directe sur la 
production de biomolécules. Le but de cette expérimentation est de recenser les paramètres 
significatifs régissant cette synthèse. Pour ce faire, sept facteurs ont été testés comprenant les 
sources d’azote et de carbone sélectionnées auparavant plus cinq autres variables à savoir ; KH2PO4; 
K2HPO4 ; CaCl2  ; NaCl et le temps d’incubation. Le Tableau 7 reprend les valeurs choisies pour les 
différents facteurs opératoires étudiés à différents niveaux (concentrations et jours). 
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Tableau 7. Valeurs extrêmes des paramètres opératoires étudiés. 
Variables Composant du milieu Niveau bas (-1) (g/L) Niveau haut (+1) (g/L) 
X1 Saccharose 5 15 
X2 K2HPO4 0,5 1,5 
X3 CaCl2 0,5 1,5 
X4 NaCl 0,5 3,5 
X5 Corn steep liquor 30 70 
X6 Temps d’incubation 8 jours 12 jours 
X7 KH2PO4 0,3 0,7 
 
Douze milieux de cultures ont été préparés avec des composants à des concentrations 
variables selon la matrice des expériences donnée par le logiciel " MINITAB 17.0" et représentée 
dans le Tableau 8 où 12 lignes ont été générées. La souche Sx. tamanrassetensis SA198 est 
ensemencée sur chaque milieu et incubée à 30°C dans un Shaker (model G25, New Brunswick 
Scientific Co. N.J., USA) à 250 rpm pendant 8, 10 ou 12 jours. A l’issue de chaque fermentation, 
les filtrats de culture sont testés contre les trois germes cibles SARM ATCC 639c (SA), Bacillus 
subtilis ATCC 6633 (BS) et Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (UR). La réponse pour chaque 
expérience représente la moyenne de l’inhibition obtenue de trois répétitions pour chaque 
expérience. 
Aussi, le plan PB est construit sur le modèle d’équation de premier ordre comme suit : 
Y= β0 + β1 X1+ β2 X2 + β3 X3 + β4 X4 + β5 X5 + β6 X6 + β7 X7   
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Figure 17. Schéma du protocole d’optimisation statistique de la production de l’activité 
antimicrobienne par la souche SA198. 





Validation des modèles prédits 
•Cultures de production dans les milieux 
optimisés et non optimisés. 
•Mesure de l’activité antimicrobienne. 
•Comparaison des résultats. 
 
Etape N° 1 : Sélection des facteurs significatifs 
Plan Plackett-Burman 
 
•  07 facteurs testés. 
•  Matrice d’expérience : 12 milieux à tester. 
•  30°C ; 250 rpm ; 8, 10 ou 12 jours d’incubation. 
•  Mesure de l’activité antimicrobienne. 
•  Analyse et interprétation des représentations 
graphiques et données numériques de l’effet de chaque 
variable sur l’activité antimicrobienne. 
Réponse Y = Diamètre d’inhibition (mm) 
Détermination des facteurs significatifs 
Etape N° 2 : Optimisation des facteurs significatifs 
Méthodologie des surfaces de réponse - Plan Box-Behnken 
 
•  Matrice d’expérience : 17 milieux à tester. 
•  30°C ; 250rpm ; 8 jours d’incubation. 
•  Mesure de l’activité antimicrobienne (réponse Y). 
•  Interprétation des contours 2D. 
Formulation d’un milieu de 
culture optimisé 
Détermination des concentrations 
optimales des facteurs significatifs 
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Tableau 8. Matrice d’expériences de Plackett et Burman pour l’étude de 7 variables. 
        Codes 
Milieux de 
culture 
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 
M. 01 5 1,5 1,5 3,5 30 12 0,7 - + + + - + + 
M. 02 5 1,5 1,5 0,5 70 8 0,3 - + + - + - - 
M. 03 5 1,5 0,5 0,5 30 12 0,7 - + - - - + + 
M. 04 5 0,5 1,5 3,5 70 8 0,7 - - + + + - + 
M. 05 5 0,5 0,5 3,5 70 12 0,3 - - - + + + - 
M. 06 15 0,5 0,5 0,5 70 12 0,7 + - - - + + + 
M. 07 15 0,5 1,5 0,5 30 8 0,7 + - + - - - + 
M. 08 15 0,5 1,5 3,5 30 12 0,3 + - + + - + - 
M. 09 15 1,5 1,5 0,5 70 12 0,3 + + + - + + - 
M. 10 15 1,5 0,5 3,5 30 8 0,3 + + - + - - - 
M. 11 15 1,5 0,5 3,5 70 8 0,7 + + - + + - + 
M. 12 5 0,5 0,5 0,5 30 8 0,3 - - - - - - - 
C1 : Saccharose ; C2 : K2HPO4 ; C3 : CaCl2 ; C4 : NaCl ; C5 : Corn steep liquor ; C6 : Temps d’incubation et C7 :  
KH2PO4. M : milieu de culture ; X : code.  
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2. Optimisation des variables significatives par la « méthodologie des surfaces de réponse » et 
le plan « Box Behnken »  
Le plan Box-Behnken (1960) (étape 2-Figure 17) est adopté pour déterminer les optima des 
variables significatives ayant permis une meilleure production de l’activé antimicrobienne par la 
souche Sx. tamanrassetensis SA198 dirigée contre les germes cibles sélectionnés SA, BS et UR.   
Ces plans pour surfaces de réponse sont des plans du second degré permettant d’établir des 
modèles mathématiques du second degré. Par ailleurs ayant trois facteurs à étudier dans notre cas, 
l’emploi du plan Box-Behnken est le plus adapté à l’étude de trois facteurs. 
Les variables significatives influençant la production d’antibiotiques vis-à-vis des germes 
cibles sont les concentrations en corn steep liquor, saccharose et KH2PO4. Le Tableau 9 fournit le 
plan d’expérience à suivre selon le modèle « Box Behnken » et regroupe les variations de 
concentrations testées des trois variables significatives. Ce plan factoriel admet que la réponse est 
linéaire quand un facteur passe d’un niveau minimal à un niveau maximal symbolisés par les signes 
(-) et (+) définissant la valeur basse et haute de chaque facteur respectivement. Ainsi les facteurs 
déterminants ont été analysés à trois niveaux  : la concentration la plus basse, la moyenne et la plus 
haute, ce qui donne respectivement (-1), (0) et (+1), l’unité de la source saccharose est fixée à (5) ; 
celle du corn steep liquor à (20) et celle de KH2PO4 à (0,4). Les autres paramètres sont gardés à 
leurs concentrations initiales telles que dans le milieu originel. Un total de dix-sept modèles 
expérimentaux a été fourni par le plan factoriel Box-Behnken grâce au logiciel « MINITAB. 17 ». 
Dix-sept expériences en présence de la souche SA198 ont été conduites en cultures agitées (8 jours 
à 30°C, 250 rpm), dont cinq parmi elles étaient des réplicas du point central. L’activité du filtrat de 
culture a été mesurée par la méthode de diffusion des puits, au huitième jour de fermentation. Les 
valeurs des activités (réponses) représentent la moyenne de deux répétitions par expérience. 
Enfin, sur la base de l’analyse des surfaces de réponse et précisément des ellipses générées 
par la représentation 2D en contour plot, les optima des facteurs analysés ont été déduits, en utilisant 
la fonction d’optimisation du Logiciel MINITAB. 17. Dans le logiciel, l’outil « Optimisation de la 
réponse » a fini par déterminer les valeurs optimales pour un maximum d’activité antimicrobienne.  
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Tableau 9. Matrice d’expériences donnée par le modèle « Box Behnken » pour les variables 






























2 0 0 0 
3 0 0 0 
4 -1 -1 0 
5 1 0 1 
6 1 -1 0 
7 0 1 1 
8 1 0 -1 
9 0 -1 -1 
10 0 0 0 
11 -1 0 1 
12 -1 1 0 
13 -1 0 -1 
14 1 1 0 
15 0 -1 1 
16 0 0 0 
17 0 1 -1 
a Corn steep liquor ; (+1) : niveau supérieur du facteur ; (-1) : niveau inférieur du facteur ;  (0) : niveau moyen du facteur. 
3. Validation des modèles expérimentaux  
Les valeurs des optima ayant été déterminées, une confirmation pratique du modèle est 
nécessaire afin de le valider, ou au contraire le rejeter (étape 3-Figure 17). Des cultures de 
production ont été entreprises aux concentrations optimales des trois facteurs sélectionnés 
(Saccharose ; Corn steep liquor ; KH2PO4) dans les mêmes conditions de culture cités dans la section 
(IV.2), chacune répétée trois fois. A l’issue de l’expérimentation, un test d’antibiographie a été 
réalisé contre les trois germes cibles considérés dans notre étude. Les valeurs des zones d’inhibitions 
obtenues ont été comparées à celles prédites par le logiciel. La validation du modèle a ensuite été 
entreprise en réalisant des cultures dans les conditions optimales où l’activité antimicrobienne 
expérimentale mesurée a été comparée à celle prédite par le modèle. 
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V. PRODUCTION ET PURIFICATION DES ANTIBIOTIQUES 
Pour la production et la purification des antibiotiques, des cultures sont d’abord réalisées en 
fermenteur en mode discontinu (Batch) dans les conditions optimales déterminées précédemment. 
Au jour de production optimale, les biomolécules sont extraites puis purifiées par HPLC. 
La Figure 18 montre un protocole général de production, d’extraction, de purification et de 
caractérisation des antibiotiques. 
1. Conditions de culture pour la production des antibiotiques 
La mise en culture de Sx. tamanrassetensis pour la production des antibiotiques est effectuée 
selon le schéma illustré par la Figure 19. Le milieu de culture préparé pour les précultures et pour 
 
Production des antibiotiques 
- 2 L de milieu optimisé / Fermenteur, 
- 30 °C, 250 rpm, 8 jours d’incubation. 










Filtrat de culture Mycélium 







UV-visible Masse RMN 
Figure 18. Schéma illustrant les différentes étapes de production, d’extraction, de 
purification et de caractérisation des antibiotiques. 
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les cultures correspond au milieu optimisé dont la composition est la suivante : saccharose 7 g ; 
corn steep liquor 52 g ; KH2PO4 0,9 g ; MgSO4 7 H2O 0,2 g ; K2HPO4 1 g ; NaCl 2 g ; CaCl2 1 g; 
FeSO4 7 H2O 0,01 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml ; pH ≈ 7,2. 
 
 
Le fermenteur utilisé est le modèle « New Brunswick Scientific » Co., Inc. an Eppendorf 
Company, Edison, N.J., U.S.A. (Figure 20), disposant des éléments suivants : 
• Module de contrôle  : Bio Flo 110 Fermentor/Bioreactor, Bio-Command Plus, NBS Bio 
Command, version plus, BioProcessing Software, géré par ordinateur, il permet d’enregistrer et de 
piloter tous les paramètres de fonctionnement, 
• Dispositif d’aération se composant d’un débitmètre massique à air (Bronkhorst Hi-Tech, série 
F100/200), d’un filtre à air stérilisable à l’entrée, d’un diffuseur d’air situé dans la partie inférieure 
de la cuve et d’un condenseur d’eau pour éviter la perte de l’eau par évaporation, 
• Cuve ou enceinte en verre de 2,5 L, 
• Système d’agitation comportant plusieurs turbines (Magmator Technologies Inc., 
Fermentor/Bioreactor), 
• Circuit de refroidissement, eau du réseau circulant dans un serpentin en acier et baignant dans le 
milieu réactionnel, 
• Capteur pour la mesure de la température formé d’une gaine chauffante (New Brunswick, H1, 
Heat, Ind., MT) entourant la cuve du fermenteur et relié à une sonde baignant directement dans le 
milieu de fermentation. Il permet l’acquisition en temps réel de la température et son ajustement 
Figure 19. Mise en culture sur fermenteur en mode discontinu de la souche Sx. 
tamanrassetensis pour la production des antibiotiques dans 2 L de milieu optimisé. 
Chapitre II : MATERIELS ET METHODES 
 
     62 
grâce à l’eau thermostatée circulant dans un serpentin en acier et baignant aussi dans le milieu 
réactionnel, 
• Sonde pH à immersion, stérilisable (Ingold Infit, type 764.50 B/BH). 
Les paramètres de la fermentation pour cette culture en batch sont les suivants : pH variable 
en cours de fermentation. pH initial ajusté à 7,2, température régulée à  30°C. Pour l’aération, le 
débit d’air initial a été fixé à 1 vvm (volume d’air par volume de liquide par minute) soit 2000 mL 
d’air par minute. L’agitation à 150 rpm. La durée de la fermentation est de 8 jours soit 192 heures. 
Le fermenteur est inoculé avec une préculture à 5 % de volume par rapport au volume de la culture 
soit 100 mL de préculture dans 2 L de culture. Des prélèvements du milieu de culture sont effectués 
chaque 24 h. L’activité antimicrobienne produite est mesurées par la méthode conventionnelle de 
diffusion des puits et la biomasse par la mesure du poids sec. Le pH est également noté au moment 
du prélèvement. 
2. Extraction des substances antimicrobiennes 
2.1. Extraction à partir du filtrat de culture 
Pour l’extraction des substances antimicrobiennes à partir du filtrat de culture, quatre 
solvants non miscibles à l’eau et de différentes polarités sont testés. Il s’agit du n-hexane, du 
dichlorométhane, de l’acétate d’éthyle et du n-butanol. Ce test permet de sélectionner le meilleur 
solvant d’extraction des substances antimicrobiennes. Au huitième jour de fermentation, le milieu 
réactionnel (2 L) est récupéré, centrifugé à 12 000 rpm pendant 15 mn puis filtré, de manière à 
séparer le filtrat de culture du mycélium. Les substances antimicrobiennes sont extraites à partir du 
filtrat de culture en ampoules à décanter (extraction liquide-liquide). Une fraction de 50 mL du filtrat 
est placée dans chaque ampoule à décanter (de 250 mL), puis un volume égal (50 mL) en solvant 
est ajouté. Chaque ampoule est vigoureusement agitée puis laissée reposer. Pour chaque solvant, la 
phase aqueuse est séparée de la phase organique, puis celle-ci est déshydratée par passage à travers 
un papier filtre (Whatman n°1) contenant du sulfate de sodium anhydre (5 g) dans le but d’éliminer 
les traces d’eau résiduelles et les contaminants hydrophiles. 
➢ Les phases organiques ainsi déshydratées, sont concentrées chacune à sec à 40 °C à l’aide 
d’un rotavapeur (R-210, Buchi, Suisse). Les résidus secs obtenus sont par la suite solubilisés 
dans du MeOH, transvasés dans des piluliers, puis séchés à l’air comprimé. 
➢ Les phases aqueuses sont récupérées puis concentrées à sec à une température de 50 °C. 
chaque résidu obtenu est repris dans un minimum d’eau ultra pure (1 mL). 
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➢ Les extraits secs des phases aqueuses et organiques, sont testés par antibiographie.  
 
2.2. Extraction à partir de la biomasse mycélienne 
A la suite de la centrifugation de la culture issue du fermentateur, le culot obtenu et 
représentant le mycélium est recueilli, lavé plusieurs fois à l’eau distillée, puis égoutté. L’extraction 
des molécules bioactives sur ce mycélium se déroule selon la méthode de Mechlinski (1978). La 
biomasse est pesée pour 500 mL de culture et mise en contact avec un volume précis de méthanol 
(1 gramme de mycélium pour 50 mL de méthanol), sous agitation durant 2 h à température ambiante. 
Après filtration, l’extrait méthanolique est concentré à sec, puis récupéré dans 1 mL de méthanol 
afin de le tester par antibiographie. 
Tests d’antibiographie  
Un test d’antibiographie est effectué pour les deux extraits secs de la phase aqueuse (EA) et 
organique (EO) contre les organismes tests (SARM et UR) par la méthode de diffusion en puits 
d’agar décrite plus haut. Pour ce faire, le résidu organique sec est repris dans un minimum de 
méthanol (1 mL), alors que l’extrait aqueux est repris dans l’eau ultra pure. Des fractions de 0,1 mL 
chacune de l’extrait organique ou aqueux sont déposées dans chaque puits. Après diffusion et 
Figure 20. Schéma général de l’installation du bioréacteur. 
1. Filtre à air. 2. Sonde oxygène. 3. Sonde température. 4. Sonde pH. 
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incubation, la lecture des résultats est réalisée après 24 heures pour les deux bactéries, et 48 heures 
pour le champignon. 
3. Purification des antibiotiques par HPLC 
Les deux extraits aqueux et organique ont fait l’objet d’une purification par HPLC. La 
préparation des échantillons pour l’injection en HPLC se fait en solubilisant l’extrait sec dans 2 mL 
de méthanol pour l’extrait organique, et 2 mL d’eau ultra pure pour l’extrait aqueux. Chaque extrait 
est centrifugé puis filtré à travers un filtre-seringue (0,2 μm) et mis enfin dans des vials HPLC. 
Appareillage et conditions de purification 
Appareillage  
L’équipement de chromatographie utilisé est fourni par Waters et dispose des éléments 
suivants : 
• Injecteur de type Rhéodine 7725i relié à une boucle d’injection de 500 μL. 
• Contrôleur : type Waters 600 controller. 
• Système de pompe : type Waters 60F. 
• Logiciel de pilotage, d’acquisition et d’intégration des données : Empower 2. 
• Colonne semi-préparative Waters XBridge C18 (10 × 200 mm, 5 μm) pour la purification de l’extrait 
organique. Cette colonne est précédée d’une pré-colonne Waters XBridge C18 (10 × 10 mm, 5 μm). 
• Colonne semi-préparative amphiphile Atlantis Prep T3 (250 mm × 10 mm, 5 µm, Waters, Milford, 
MA) pour la purification de l’extrait aqueux. 
Conditions de purification 
La phase mobile est binaire. Elle est constituée par un éluant dégazé d’eau bidistillée (solvant 
A) et de méthanol (solvant B). Pour l’extrait organique, les conditions de séparation sont celles 
présentées dans le Tableau 10. Le débit d’élution est fixé à 1,5 mL/min. La détection est faite à deux 
longueurs d’onde ; 220 et 260 nm. 
Pour l’extrait aqueux, l’élution est faite conformément au programme du Tableau 11, à un 
débit de 1,5 mL/min et une détection UV à 220 et 254 nm.  
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(solvant A %) 
Eau 
(solvant B %) 
‘Pre-run’  
(équilibrage de la colonne) 
10 30 70 
‘Run’  
(gradient linéaire) 
0,00 30 70 
40 100 0 
‘Post-run’ (lavage) 50 100 0 





(solvant A %) 
Méthanol 
(solvant B %) 
‘Pre-run’  
(équilibrage de la colonne) 
10 100 0 
‘Run’ 
(gradient discontinue) 
0,00 100 0 
22 25 75 
38 0 100 
40 100 0 
‘Post-run’ 
(lavage) 
50 100 0 
Avant l’injection des échantillons, la colonne est conditionnée et équilibrée avec les 
conditions initiales pendant 10 min. Lorsque la colonne est équilibrée, 50 µL de l’échantillon sont 
injectés. Toutes les fractions collectées pour les deux extraits sont concentrées à sec, récupérées 
dans un solvant approprié (méthanol ou eau), et testées par antibiographie (la méthode de diffusion 
des puits d’agar) contre SARM, BS et UR. 
VI. CARACTERISATION PARTIELLE DES ANTIBIOTIQUES 
1. Spectrophotométrie UV-visible 
Les spectres UV-visible ont été effectués grâce au détecteur à barrette de diode de l’appareil 
HPLC, par un balayage de 190 à 500 nm. 
2. Spectrométrie de masse 
Les masses moléculaires des antibiotiques ont été déterminées au Centre de Recherche en 
Cancérologie de Toulouse (France). Le spectromètre utilisé est le modèle LCQ iontrap (Finnigan 
MAT, San José, CA) avec la technique de “Nano-Electrospray Ionisation Masse Spectrometry” (ou 
Nano-ESI-MS) qui permet de déterminer le poids moléculaire (PM) des antibiotiques ainsi que ceux 
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des fragments qui en résultent après ionisation des ions parents. La technique de Nano-ESI-MS 
permet d’analyser de très faibles quantités de produit (quelques microgrammes). L’analyse est 
réalisée en mode positif et en mode négatif et le programme d’analyse utilisé est Xcalibur 1.2 de 
ThermoDuest (San Jose, USA). 
3. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton  
Cette technique a pour objectif de déterminer la nature des atomes présents dans une 
molécule (H, C, N), leur nombre et leur enchaînement, et permet ainsi de connaître la structure totale 
d’une molécule. 
Les études RMN ont été réalisées au Laboratoire de Chimie de Coordination (LCC, CNRS) 
de Toulouse, avec un spectrophotomètre Bruker Avance 500, à 400 MHz. Les échantillons (2 mg 
pour chacun) ont été solubilisés dans 600 μL de chloroforme deutérié (CDCl3). 
Pour nos échantillons, une cryosonde (sonde à antennes refroidies) reliée à une unité 
cryogénique à l’hélium, a été utilisée. Cet outil supplémentaire permet de multiplier par quatre la 
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I. ÉTUDE DES PROPRIETES ANTAGONISTES DE LA SOUCHE SA198 DE SX. 
TAMANRASSETENSIS 
1. Spectre d’activité de la souche SA198 de Sx. tamanrassetensis 
1.1 Mise en évidence par la méthode des stries croisées  
Les résultats des tests d’antagonisme in vitro contre différents germes cibles (bactéries à 
Gram positif, bactéries à Gram négatif, levures et champignons) par la technique des stries croisées 
sur milieu ISP2 sont illustrés par les Figures 21 et 22. 
L’analyse préliminaire de l’activité antimicrobienne de la souche Sx. tamanrassetensis a 
montré un large spectre d’antagonisme contre la plupart des microorganismes testés ainsi que le 
montre bien la Figure 21. La souche a présenté une activité antibactérienne contre certaines 
bactéries à gram positif, qui était modérée à forte (10-20 mm) avec SARM ATCC 43300 et faible 
(<10 mm) avec Listeria monocytogenese ATCC 13932 et SARM ATCC 25923. Les activités les 
plus élevées ont été observées contre Staphylococcus aureus 639c résistant à la méticilline (29 
mm) et Bacillus subtilis ATCC 6633 (21 mm). Cependant, aucune activité n’a été détectée contre 
les bactéries SARM ATCC 25922 et Enterococcus sp.. Chez les bactéries à Gram négatif, les 
activités étaient en général faibles (<10 mm) (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 
Acinetobacter baumanii, Agrobacterium sp.), voire nulles (Klebsiella pneumoniae CIP 82.91 et 
Escherichia coli ATCC 8739 toutes deux multirésistantes aux antibiotiques). Dans le cas des 
champignons, la souche Sx. tamanrassetensis a montré une activité positive contre seize des vingt 
champignons filamenteux testés. Alors qu’elle est particulièrement intéressante vis-à-vis 
d’Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (23 mm), l’activité antifongique est faible à modérée 
contre la majorité et varie de 3 à 15 mm (Fusarium culmorum, F. oxysporum f. sp. lini, F. equiseti, 
F. moniliforme, F. oxysporum f. sp. albedinis, F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici, Penicillium 
expansum, P. glabrum, Aspergillus carbonarius M333, A. niger OT304, A. westerdijkiae, A. flavus 
NRRL 3251, Trichoderma sp., Alternaria sp. et Botrytis cinerea) (Figure 21). En revanche aucune 
activité n’a été relevée en présence de Fusarium solani, F. sporotrichioides, F. proliferatum et 
Aspergillus parasiticus CBS 100926. L’activité antilevurienne est absente sauf dans le cas de 
Candida tropicalis, C. pseudotropicalis et C. zeylanoides où elle est faible (<10 mm). Une activité 
modérée (15 mm) a également été observée contre le mycoplasme Ureaplasma parvum ATCC 
27813. 




Figure 21. Activité antimicrobienne de Saccharothrix tamanrassetensis SA198 contre 
plusieurs microorganismes tests évaluée par la méthode des stries croisées. 
Aucune activité n’est notée en présence des bactéries à Gram-négatif Klebsiella pneumoniae CIP 82.91 et 
Escherichia coli ATCC 8739, des Gram-positif Enterococcus sp., et Staphylococcus aureus résistant à la 
méticilline ATCC 25923 ; des levures Candida albicans IPA200, C. albicans IPA988, C. glabrata et C. 
guilliermondii, et des champignons filamenteux Fusarium solani, F. sporotrichioides, F. proliferatum et 
Aspergillus parasiticus CBS 100926. Les résultats représentent la moyenne ± erreur standard due à trois 
répétitions pour chaque test. 
Figure 22. Photographie de l’inhibition microbienne de Saccharothrix tamanrassetensis 
SA198 évaluée par la méthode des stries croisées en présence des germes Staphylococcus 
aureus 639c résistant à la méticilline (MRSA) ; Bacillus subtilis ATCC 6633 et Umbelopsis 
ramanniana NRRL 1829. 
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1.2. Mise en évidence par la méthode moléculaire : Recherche des gènes de biosynthèse des 
antibiotiques 
Le potentiel de biosynthèse de la souche SA198 de Sx. tamanrassetensis à produire des 
antibiotiques a été évalué en amplifiant les gènes codant pour les polykétides synthases (PKS-I, 
PKS-II) et les peptides non ribosomiques synthétases (NRPS). 
L’ADN a été isolé et amplifié à l’aide d’amorces spécifiqueses afin de détecter le domaine 
cétosynthase de PKS et le domaine d’adénylation de NRPS. La présence d’une bande à 700-800 de 
paires de bases (pb) indique la présence d’un domaine d’adénylation NRPS comme cela est indiqué 
dans la Figure 23. En revanche, aucune bande correspondante aux domaines PKS-I et PKS-II n’a 
été détectée. Ce résultat confirme le potentiel producteur d’antimicrobiens de la souche SA198. 
 
 
1.3. Discussion et conclusion 
Le screening antimicrobien primaire de la souche Saccharothrix tamanrassetensis SA198 
a montré une activité antimicrobienne intéressante. Cette souche possède des potentialités 
inhibitrices certaines avec un spectre large touchant aussi bien les bactéries, que les champignons 
et les levures. Ceci avait été déjà considéré lors des travaux menés par Boubetra (2013) qui avaient 
établi une activité contre plusieurs germes comme, les bactéries Bacillus coagulans ; Enterococcus 
faecalis ; Listeria monocytogenes, et le champignon Ascochyta fabae, alors que la souche de 
Staphylococcus aureus testée lors de ces travaux s’était montrée résistante à la souche SA198. 
Figure 23. Détection par PCR du domaine NRPS pour Sx. tamanrassetensis SA198.  
Teste répété deux fois. M : marqueur de taille moléculaire (1 kb). 
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Ce pouvoir antagoniste diversifié chez la souche SA198 de Saccharothrix se retrouve chez 
d’autres espèces du même genre et s’explique par le fait que les espèces de ce genre sont connues 
pour la production de nombreux antibiotiques ayant une grande diversité structurale avec des 
spectres d’action tout aussi intéressant (Boubetra, 2013; Bouznada, 2018; Badadi et al., 2019). 
Plusieurs travaux dans le monde ont mis en évidence l’activité des molécules produites par les 
souches du genre Saccharothrix qui était principalement dirigée contre les bactéries à Gram 
positif, parfois contre les champignons et rarement contre les bactéries à Gram négatif (Braznikova 
et al., 1977; Horvath et al., 1979; Isshiki et al., 1989; Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999; 
Wang et al 2000; Lamari et al., 2002; Schumacher et al., 2002; Zitouni et al., 2005; Murakami et 
al., 2009; Kalinovskaya et al., 2010; Aouiche et al., 2012; Wang et al., 2013; Lu et al., 2015; 
Ibeyaima et al., 2017; Bouznada, 2018). Cela était le cas de la souche SA198, où l’essentiel de 
l’activité concernait le germe SARM 639c hautement pathogène pour l’être humain, mais aussi la 
souche testée de Bacillus subtilis ainsi que le champignon filamenteux Umbelopsis ramanniana. 
L’activité antibactérienne enregistrée contre le Staphylococcus aureus résistant à la 
méticilline (SARM) est très intéressante. La résistance aux antibiotiques a été décrite chez de 
nombreux agents pathogènes dans divers contextes, y compris avec le SARM (Chambers, 2005; 
Gordon et Lowy, 2008; Liu et al., 2011; Kaur et Chate, 2015; Guo et al., 2020). Il a été rapporté 
que ce microorganisme était le deuxième agent étiologique responsable des infections du sang, 
des voies respiratoires inférieures et des infections cutanées (Moise et Schentag, 2000; Peebles et 
al., 2014; Lee et al., 2018). La résistance antimicrobienne croissante a créé un besoin évident de 
développer de nouveaux antibiotiques avec de nouveaux mécanismes d’action. Cette tendance a 
été nombre de fois vérifiée notamment avec certains actinobactéries isolées au sein de notre 
laboratoire (LBSM) (Zitouni et al., 2004b; Bouras et al., 2006a, 2007; Boudjella et al., 2010; 
Meklat et al., 2011; Driche et al., 2017; Lahoum et al., 2019). 
Dans le cas des Saccharothrix, en dehors des travaux de Zitouni et al. (2005), Aouiche et al. 
(2012); Boubetra et al. (2013) dans le cas de cette même souche SA198 ou encore Ibeyaima et al. 
(2017), l’inhibition de bactéries à Gram négatif est un phénomène très rare. Dans notre cas l’activité 
était faible contre les bactéries à Gram négatif testées. Cependant, au regard du nombre faible de 
bactéries testées, ce résultat ne doit pas être sous-estimé ou ignoré pour de futures investigations. 
D’autres part, les bactéries à Gram négatif montrent toujours une certaine résistance 
comparativement aux bactéries à Gram positif (Prescott et al., 2002). Les différences de structure 
au niveau de la paroi ainsi que la présence d’une enveloppe externe chez ces bactéries servant de 
barrière de perméabilité empêchent certains médicaments et antibiotiques de pénétrer dans la cellule 
(Silhavy et al., 2010). Ces particularités structurales contribuent fortement aux phénomènes de 
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résistances intrinsèques aux antibiotiques observées chez les bactéries à Gram négatif. La mauvaise 
utilisation des antibiotiques, les thérapies antimicrobiennes trop longues et l’utilisation anarchique 
et non contrôlé des antibiotiques renforcent aussi cette résistance (Mkk et al., 2018). Néanmoins, 
les bactéries à Gram négatif sont omniprésentes dans la nature et la pression sélective due à 
l’utilisation d’antibiotiques a considérablement aggravé ce phénomène de résistance au cours des 
deux dernières décennies (Eichenberger et Thaden, 2019). D’où l’intérêt à rechercher et étudier de 
nouvelles molécules antibiotiques. 
L’activité antifongique manifestée contre Aspergillus carbonarius et A. westerdijkiae, qui 
sont des champignons mycotoxinogènes est très intéressante. En effet ces deux agents produisent 
de l’ochratoxine A, une toxine assez dangereuse pour l’homme et les animaux, pouvant provoquer 
des empoisonnements, des déficits immunitaires et même des cancers (Da Rocha et al., 2014). 
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici sont des 
agents phytopathogènes. Le premier est l’agent du pourrissement vasculaire (fusariose) du palmier 
dattier et provoque d’importantes dégradations au niveau des fruits (El Modafar, 2010; Benzohra et 
al., 2015). Quant au second agent, il est responsable de l’une des maladies les plus dévastatrices des 
champs de tomates. Ces résultats révèlent que Sx. tamanrassetensis SA198 peut être considérée 
comme une candidate potentiellement prometteuse pour la production de nouveaux antibiotiques. 
Dans un second test, la capacité de la souche Sx. tamanrassetensis à produire une activité 
antimicrobienne a été estimée par une analyse PCR pour la présence de gènes spécifiques codant 
pour les polykétides synthétases (type I et type II) et NRPS. Une amplification PCR s’est révélée 
positive pour le domaine NRPS, contrairement aux séquences PKS qui n’ont pas été  détectées. Les 
clusters de gènes biosynthétiques PKS-I, PKS-II et NRPS des microorganismes jouent un rôle 
fondamental dans la biosynthèse de produits naturels (Rutledge et Challis, 2015). Ceci explique 
l’intérêt que consacrent nombre de chercheurs à ces séquences lorsqu’ils explorent les génomes 
microbiens (Nikolouli et Mossialos, 2012; Baltz, 2017). La majorité des composés bioactifs connus 
a été biosynthétisée par des actinobactéries en impliquant des clusters de gènes tels que les PKS et 
les NRPS (Benzohra et al., 2015; Jackson et al., 2018). La détection des gènes NRPS chez la souche 
SA198 peut être la preuve du potentiel élevé des actinobactéries extrémophiles à produire un grand 
nombre de métabolites secondaires bioactifs (Saker et al., 2015). Signalons que, des études chez des 
souches d’actinobactéries ont révélé que les gènes codant pour les PKS-I sont les moins fréquents 
(Qin et al., 2009; Meklat et al., 2011; Saker et al., 2015). Toutefois, l’absence des gènes PKS ne 
remet pas en cause la présence d’une activité antagoniste de la souche SA198, car il existe d’autres 
mécanismes biosynthétiques autres pouvant induire la production de l’activité antimicrobienne (Liu 
et al., 2016). 
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Les informations apportées sur la voie de biosynthèse impliquée dans la production d’un 
métabolite secondaire peuvent aider à prévoir la structure chimique du métabolite synthétisé. Des 
recherches intensives sur ces enzymes ont permis d’identifier et de caractériser plus de 23000 
produits naturels issus des PKS et des NRPS et qui ont été largement utilisés en médecine comme 
antibiotiques et agents antitumoraux (Amoutzias et al., 2008; Newman et Cragg, 2012; Kat et al., 
2016). 
Les actinobactéries du sol sont une source potentielle de nouveaux PKs et PNRs (Fenical et 
Jensen, 2006; Bull et Stach, 2007). Cependant, les clusters de gènes biosynthétiques PKS et NRPS 
des souches des sols sahariens algériens ont rarement été signalés. Il est à supposer que le gène 
NRPS détecté chez Sx. tamanrassetensis pourrait avoir un lien avec les activités antibactériennes et 
antifongiques observées chez cette espèce contre les microorganismes cibles. Plus encore, cela 
pourrait suggérer la possibilité que les biomolécules impliquées dans ces activités soient de nature 
peptidique ou polypeptidique. 
Les produits naturels biosynthétisés par les NRPS comptent parmi les médicaments les plus 
importants actuellement utilisés en clinique pour le traitement de diverses maladies. Ils englobent 
pour les plus importants des antibactériens, des antifongiques, des antiviraux,  des 
immunosuppresseurs et même des antitumoraux (Felnagle et al., 2008). Comme exemples 
d’application d’antibiotiques NRPS il y a la capréomycine produite par Saccharothrix mutabilis 
subsp. Capreolus ATCC 23892. Elle est utilisée en médecine humaine comme antibiotique 
antituberculeux et est un composant essentiel de l’arsenal médicamenteux pour le traitement de la 
tuberculose multirésistante (Felnagle et al., 2007). La daptomycine produite par Streptomyces 
roseosporus NRRL11379 et utilisée pour le traitement des infections cutanées causées par des 
agents pathogènes à Gram positif, y compris Staphylococcus aureus résistant à la méticilline et à la 
vancomycine (Kirkpatrick et al., 2003; Baltz et al., 2006), ainsi que pour le traitement de la 
bactériémie et de l’endocardite (Fowler et al., 2006). Les cyclosporines sont un autre exemple de 
NRPS produites par l’espèce fongique Tolypocladium inflatum et dont la cyclosporine A possède 
les activités biologiques les plus intéressantes (Dreyfuss et al., 1976). Initialement étudiée en tant 
que fongicide potentiel, la cyclosporine A a ensuite été reconnue comme un puissant agent anti-
inflammatoire et immunosuppresseur en supprimant l’activation des lymphocytes T (Borel et al., 
1976). Cette activité a permis son utilisation en clinique dans les chirurgies de transplantation pour 
prévenir le rejet de greffe, mais aussi dans le traitement des maladies auto-immunes (Borel et al., 
1976; Morris, 1984). La vancomycine et la teichoplanine sont des glycopeptides et deux 
médicaments cliniquement reconnus. La vancomycine, produite par l’actinobactérie Amycolatopsis 
orientalis, est utilisée contre certaines infections à Staphylococcus aureus résistantes à la 
Chapitre III : RÉSULTATS ET DISCUSSIONS 
 
 73 
méticilline, et est également utilisée pour traiter les infections graves ainsi que l’endocardite causées 
par des Staphylococcus, des Streptococcus et des Corynebacterium (Williams, 1996; Mookadam et 
al., 2006). La teichoplanine, produite par Actinoplanes teichomyceticus, est utilisée contre les 
entérocoques résistants à la vancomycine (Kahne et al., 2005). Les bléomycines sont une famille de 
peptides glycosylés qui se sont révélés avoir des activités anticancéreuses (Umezawa, 1965; 
Umezawa et al., 1966). 
En conclusion, le résultat du screening moléculaire encourage de futures investigations en 
vue d’exploiter les produits NRPS de la nouvelle souche saharienne Sx. tamanrassetensis pour le 
développement et la découverte de nouveaux antibiotiques potentiels. 
A l’issue de cette étude, nous constatons que la souche SA198 présente une activité 
antibiotique. Pour la suite du travail, nous retenons, les souches les plus sensibles, Staphylococcus 
aureus 639c résistant à la méticilline (SARM), Bacillus subtilis ATCC 6633 et le champignon 
Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (UR), comme indicateurs pour la détermination des activités 
antimicrobiennes dans le processus d’élaboration d’un milieu de production optimal des 
antibiotiques produits par la souche SA198. 
II. PRODUCTION DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE EN MILIEUX DE CULTURE 
AGITES 
Dans l’optique de sélectionner un milieu de production des antibiotiques de la souche SA 
198, une première étape a consisté à rechercher la meilleure source d’azote et de carbone à ajouter 
au milieu de base. Pour ce faire, deux groupes de cinétiques ont été conduites dans des fioles 
Erlenmeyers en condition d’agitation et suivies durant 10 jours. 
Dans le premier groupe de cinétiques, le milieu de culture synthétique de base se compose 
de glucose à 1% comme source de carbone à la quelle est associée séparément seize sources d’azote 
différentes : Corn steep liquor, extrait de levure, extrait de malt, peptone de caséine, caséine, sulfate 
d’ammonium, tryptone, L-proline, L-tyrosine, L-alanine, arginine, valine, leucine, méthionine, 
cystine et lysine. En tout, seize milieux de culture différents sont expérimentés. La meilleure source 
d’azote est retenue pour mener le deuxième groupe de cinétique. 
Le deuxième groupe de cinétiques consiste à utiliser la meilleure source d’azote et faire 
varier huit sources de carbone  : Glucose, dextrines, fructose, saccharose, propionate, pyruvate, 
succinate et acétate de sodium. Dans ce groupe huit milieux de cultures différents sont évalués. 
Chaque milieu est répété trois fois et chaque résultat représente la moyenne de trois essais. 
Les cinétiques sont réalisées dans les mêmes conditions, à savoir la taille et l’âge de l’inoculum, les 
Chapitre III : RÉSULTATS ET DISCUSSIONS 
 
 74 
conditions de culture (température, pH, volume du milieu et agitation) ainsi que les méthodes 
d’analyses. 
La production d’antibiotiques est évaluée par la méthode de diffusion des puits en utilisant 
trois germes cibles choisis parmi les plus sensibles, qui sont les bactéries  ; Staphylococcus aureus 
résistant à la méticilline SARM 639c (SA) et Bacillus subtilis ATCC 6633 (BS) et le champignon ; 
Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (UR). La croissance est évaluée par mesure du poids sec de 
la biomasse (en g/L de milieu), et le pH est mesuré dans le filtrat de culture. 
1. Cinétique de production avec différentes sources d’azote 
Résultats 
Dans ce groupe de cinétique, seize sources d’azote différentes ont été étudiées pour leur 
influence sur la production de l’activité antimicrobienne par la souche de Sx. tamanrassetensis. 
Chacune des seize sources d’azote a été testée séparément et associée à chaque fois au 
glucose en tant que seule source de carbone dans le milieu de base (MB-Glc). 
Durant cette série de cinétiques, il a été constaté que l’ajout de certaines sources d’azote, 
n’avait pas permis la détection d’une activité antimicrobienne (activités nulles). C’est le cas 
notamment de la L-proline, la cystine, la méthionine et la lysine et ce, contre les trois germes testés. 
Pour permettre une appréciation claire et synthétique des résultats, nous avons focalisé 
uniquement sur les sources ayant permis la détection d’une activité antimicrobienne. Les résultats 
de ces cinétiques sont illustrés par les Figures 24 et 25. 
1.1. Milieu de base-glucose additionné de corn steep liquor  
Les résultats (Figure 24a) montrent une activité antifongique contre UR dès le 2ème jour 
(phase exponentielle) de fermentation et qui évolue en parallèle avec la croissance cellulaire jusqu’à 
atteindre un maximum de 24 mm au 8ème jour (phase stationnaire) avec une biomasse maximale de 
9,65 g/L. L’activité antibactérienne apparait au 3ème jour (phase exponentielle), avec une activité 
inférieure à celle observée en présence de UR. Toutefois l’évolution de l’activité antibactérienne est 
en corrélation avec celle de la croissance et atteint des maximas d’activité de 22 mm et 18 mm 
contre SA et BS respectivement au 8ème jour (phase stationnaire). Le pH neutre au démarrage de la 
fermentation a tendance à s’alcaliniser et se stabiliser autour de 8,34 correspondant aussi aux 
meilleures activités obtenues. 
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1.2. Milieu de base glucose additionné de la peptone 
L’activité contre UR (Figure 24b), apparait le 3ème jour (phase exponentielle) alors que celle 
contre SA et BS est tardive seulement le 5ème jour (phase exponentielle). Elle est maximale au 8ème 
jour (phase stationnaire) avec 24 mm contre UR, 21 mm contre SA et 16 mm contre BS. L’activité 
demeure plus ou moins stable après ces maximas (phase de déclin). Le maximum de croissance est 
noté le 8ème jour avec une biomasse de 7,88 g/L. La courbe du pH dans ce milieu montre de légères 
variations durant la cinétique. Le pH initial qui était à 7,22 évolue lentement et atteint 7,70 au 10ème 
jour. 
1.3. Milieux base-glucose additionnés d’extrait de levure ou de valine 
L’addition d’extrait de levure (Figure 24c) ou de valine (Figure 24d), n’a pas initié 
d’inhibition contre la bactérie BS et les activités sont restées nulles. Toutefois, l’activité était 
présente contre SA et UR dès le 3ème jour (phase exponentielle). 
Dans le milieu additionné d’extrait de levure (Figure 24c), l’activité antibactérienne (contre 
SA) et antifongique (contre UR) évolue de manière parallèle et progressive du 3ème au 6ème jour 
(phase exponentielle). Le maximum d’activité est atteint le 7ème et le 8ème jour (phase stationnaire) 
contre SA et UR avec 20 mm et 22 mm respectivement. Ces activités demeurent stables durant la 
phase stationnaire puis faiblissent en fin de cinétique au 10ème jour (phase de déclin). 
Dans le milieu avec la valine (Figure 24d), l’activité antimicrobienne évolue plus lentement 
entre le 3ème et le 6ème jour (phase exponentielle) jusqu’à atteindre un maximum le 7ème jour (phase 
stationnaire) de 20 mm contre SA et de 18 mm contre UR. Ces activités diminuent au 9ème et 10ème 
jour (phase de déclin). Les niveaux de croissance maximum apparaissent au 7ème jour avec les deux 
sources d’azote et sont 4,84 g/L avec l’extrait de levure et 4,60 g/L avec la valine. Le maximum 
d’activité correspond à un pH de 7,70 avec l’extrait de levure et de 7,96 avec la valine. 




Figure 24. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes, de croissance et de pH de la 
souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-Glc en présence de corn steep liquor (a) ou de 
peptone (b). 




Suite de la Figure 24. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes, de croissance et de pH 
de la souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-Glc en présence d’extrait de levure (c) ou de 
valine (d). 
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1.4. Milieu de base-glucose additionné de leucine 
L’activité vis-à-vis des trois germes tests (Figure 24e), apparait le 3ème jour (phase 
exponentielle). Elle est maximale au 8ème jour (phase stationnaire) avec 20 mm contre UR et SA et 
13 mm contre BS. L’activité est encore présente au 9ème jour puis faiblie au 10ème jour (phase de 
déclin). La croissance la plus élevée est notée le 7ème jour avec 4,35 g/L. Le pH initial de 7,10 ne 
varie pas beaucoup et demeure en dessous de 7,50 en fin de cinétique. 
1.5. Milieux de base-glucose additionnés d’extrait de malt ou de caséine 
Les résultats (Figure 25) montrent tout comme avec les précédentes sources azotées des 
maximas d’activité aux derniers jours de la cinétique et autour du 8ème jour. 
A l’exception de BS (Figure 25b), dans le cas de SA (Figure 25a) tout comme UR (Figure 
25c), l’activité antimicrobienne apparait dès le 3ème jour (phase exponentielle). Bien que les niveaux 
d’activité (Figure 25) soient inférieurs à ceux des cinq sources azotées citées précédemment, des 
maximas sont notés. En présence d’extrait de malt les maximas sont de 15 mm contre SA au 8ème 
jour et de 12 mm et 16 mm contre BS et UR respectivement au 7ème jour (phase stationnaire). Quant 
à la caséine, son addition enregistre des maximas de 14 mm et 17 mm contre SA et UR 
Suite de la Figure 24. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes, de 
croissance et de pH de la souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-Glc en présence 
de leucine (e). 
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respectivement au 8ème jour (phase stationnaire) et de 17 mm contre BS au 10ème jour (phase de 
déclin). 
Durant cette série de cinétique les taux de croissance maximum (Figure 25d) sont 4.96 g/L 
au 8ème jour avec l’extrait de malt et 3,96 g/L avec la caséine. On note que l’évolution de la 
croissance suit plus ou moins celle de la production et peuvent être de ce fait associées (Figure 25). 
Figure 25. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes contre SA (a), BS (b) 
et UR (c) de la souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-Glc en présence d’extrait 
de malt ou de caséine ou d’arginine ou de tryptone. 
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Pour la cinétique de pH (Figure 25d), nous notons qu’en présence d’extrait de malt le pH initial qui 
était de 7,25 évolue lentement et atteint 8,00 le 10ème jour. En présence de caséine, le pH n’a 
augmenté que légèrement. Le pH initial était de 7,30 et le pH final 7,80. 
 
1.6. Milieux de base-glucose additionnés d’arginine ou de tryptone 
Les résultats présentés sur la Figure 25, révèlent que ces deux fermentations, n’ont pas 
permis d’obtenir une inhibition contre la bactérie BS (Figure 25b). L’activité antimicrobienne est 
détectée le 3ème jour (phase exponentielle) contre UR et SA et en présence des deux sources. 
Dans le milieu avec arginine, les valeurs maximales observées sont de 18 mm contre SA au 
8ème jour (phase stationnaire) et de 20 mm contre UR au 6ème jour (phase stationnaire) (Figures 25a, 
c, d). Cette activité antifongique tend à diminuer après le 7ème jour jusqu’à atteindre une zone 
d’inhibition de 16 mm au 8ème, 9ème et 10ème jour (phase de déclin).  
Dans le milieu additionné de tryptone la meilleure activité antimicrobienne est de 16 mm 
contre UR mais également contre SA. Alors que dans le cas de UR, ce maxima apparait le 5ème jour 
(phase stationnaire), pour SA il est noté le 7ème jour (phase stationnaire) (Figures 25a, c, d). On note 
Suite de la Figure 25. Cinétiques de croissance et de pH de la souche Sx. tamanrassetensis 
cultivée dans le MB-Glc en présence d’extrait de malt ou de caséine ou d’arginine ou de 
tryptone. 
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que cette activité dans le cas de UR comme dans celui de SA demeure quelque peu stable puis faiblie 
au 10ème jour (Figures 25a, c). Globalement on voit que dans le cas des deux sources là encore la 
production est liée à la croissance et a lieu à des pH légèrement basique (Figure 25d). Pour la 
cinétique de pH (Figure 25d), il est observé qu’en présence d’arginine le pH initial qui était de 7,22 
évolue lentement et atteint 8,25 le 10ème jour. En présence de tryptone le pH initial était de 7,11 puis 
la courbe monte légèrement jusqu’à 7,94 coïncident avec la meilleure activité pour diminuer 
légèrement en fin de cinétique à un pH final 7,83 (Figure 25d). 
1.7. Milieux de base-glucose additionnés de tyrosine ou d’alanine ou de sulfate d’ammonium 
L’addition de ces trois sources séparément au milieu de base avec glucose, n’a pas permis 
d’obtenir des activités intéressantes. En effet aucune inhibition contre le champignon UR n’a pu 
être obtenue. Les activités antibactériennes contre SA et BS étaient présentes mais très faibles. 
L’apparition de l’activité antibactérienne était tardive à partir du 4ème jour avec le sulfate 
d’ammonium et du 6ème jour avec les deux acides aminés. Par ailleurs, les activités étaient faibles ≤ 
12 mm en présence de la tyrosine, ≤ 14 mm en présence de l’alanine et, ≤ 16 mm en présence du 
sulfate d’ammonium (données non présentées). Le taux de croissance était aussi faible pas plus de 
2 g/L et ce avec les trois sources. Le pH a faiblement évolué avec une tendance à l’acidification en 
présence des deux acides aminés. En présence du sulfate d’ammonium le pH a évolué vers des pH 
alcalins. 
1.8. Milieux de base-glucose additionnés de proline ou de méthionine ou lysine ou cystine 
Dans ces milieux de base avec glucose supplémentés d’une de ces sources azotées il n’a été 
noté aucune activité antimicrobienne (contre SA, BS et UR). 
➢ Choix de la meilleure source d’azote 
Les résultats avec les différentes sources d’azote ont été regroupés et exprimés par souche-
cible en considérant les meilleures activités au jour de production optimale et ce sous forme 
d’histogrammes dans la Figure 26. 
La Figure 26a représente les meilleures activités antifongiques observées contre UR. Cette 
Figure montre que le milieu supplémenté de CSL est le meilleur, avec une valeur maximale de zone 
d’inhibition de 26 mm. Il est suivi de la peptone et l’extrait de levure, la leucine et l’arginine suivi 
de la valine puis de la caséine et de la tryptone. 
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La Figure 26b, regroupe les résultats de l’activité antibactérienne contre SA et BS. Elle 
montre aussi que le milieu avec corn steep a été le meilleur pour la production antibactérienne contre 
les bactéries Staphylococcus aureus (22 mm) et Bacillus subtilis (18 mm). Il est suivi par l’activité 
contre SA en présence de peptone puis l’extrait de levure et la leucine et contre BS par l’activité en 
présence de peptone puis la caséine et la leucine. 
Parmi les seize sources d’azotes testées (corn steep, extrait de levure, extrait de malt, peptone de 
caséine, caséine, sulfate d’ammonium, tryptone, L-proline, L-tyrosine, L-alanine, arginine, valine, 
Figure 26. Activités antimicrobiennes contre UR (a) ; SA et BS (b) au jour de 
production optimale de la souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-Glc 
additionné de différentes sources d’azote. 
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leucine, méthionine, cystine et lysine), le corn steep s’est révélé être le meilleur. Le corn steep est 
retenu comme source d’azote pour la cinétique suivante. 
2. Cinétique de production avec différentes sources de carbone 
Résultats 
Pour cette série de cinétique, huit sources de carbone différentes ont été testées. Elles ont été 
ajoutées séparément au milieu de base synthétique contenant le CSL à 5% (MB-CSL) comme source 
d’azote. La production de l’activité antimicrobienne par la souche de Sx. tamanrassetensis a été 
évaluée contre les trois germes (SA, BS et UR), afin de déterminer la source carbonée permettant la 
meilleure production d’activité.   
Comme cela était le cas lors des cinétiques de recherche de la meilleure source d’azote, 
l’ajout de certaines sources n’a pas été concluant ou n’a pas permis une production d’activité 
antimicrobienne. Le propionate est le nutriment qui a été le moins convaincant avec des activités 
nulles en présence des trois germes cibles. 
Les résultats de ce groupe de cinétique sont illustrés par les Figures 27 et 28. 
2.1. Milieu de base-CSL additionné de glucose 
La Figure 27a, montre que comme cela était le cas précédemment en présence de nombre de 
sources d’azote, l’activité antimicrobienne se manifeste au 2ème (contre UR) ou 3ème (contre SA et 
BS) jour (phase exponentielle) et atteint des maximas en fin de cinétique (fin de la phase 
stationnaire). Le maximum d’activité est noté au 8ème jour avec 22 mm contre SA et UR et 18 mm 
contre BS. Les meilleures activités notées coïncident avec le taux de croissance maximal atteint 
dans cette culture à savoir 8,96 g/L et un pH initial de 7,27 ayant évolué à 8,50 en fin de cinétique. 
2.2. Milieu de base-CSL additionné de fructose 
Dans la Figure 27b l’activité vis-à-vis des trois germes tests apparait le 2ème jour (phase 
exponentielle). Elle est particulièrement importante contre UR dont le maximum est de 28 mm suivi 
de SA avec 24 mm puis BS avec 20 mm et ce au 8ème jour (phase stationnaire). L’activité demeure 
relativement stable au 9ème jour puis faiblie au 10ème jour (phase de déclin). La croissance la plus 
élevée est de 10,50 g/L le 7ème jour. Le pH initial de 7,30 a eu tendance à augmenter légèrement 
pour marquer un plafond de 8,30 en fin de cinétique. 





Figure 27. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes, de croissance et de pH 
de la souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-CSL en présence de glucose (a) ou 
de fructose (b). 
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2.3. Milieu de base-CSL additionné de saccharose 
Dans ce milieu de fermentation et en présence du saccharose (Figure 27c), une forte activité 
antifongique contre UR est observée. L’activité antimicrobienne se manifeste le 2ème jour (phase 
exponentielle), elle est moyenne puis d’une manière croissante augmente jusqu’au 6ème jour pour 
atteindre 26 mm, 24 mm et 16 mm contre UR, SA et BS respectivement. Cette activité marque son 
maximum le 8ème jour (phase stationnaire) avec des valeurs de 32 mm, 28 mm et 22 mm contre UR, 
SA et BS respectivement. Il s’agit là des meilleures activités obtenues de toutes les cinétiques 
réalisées. L’activité reste stable jusqu’à la fin de la cinétique. La courbe de croissance évoluant 
progressivement en début de cinétique marque un rebond au 6ème jour parallèlement aux fortes 
activités enregistrées. La plus forte quantité de biomasse atteinte est de 14,80 g/L, c’est aussi le taux 
de croissance le plus élevé que l’on ait noté durant ces cinétiques.  Le pH initial de 7,20 évolue 
lentement pendant la fermentation puis se stabilise autour de 8,20 à compter du 6ème jour ne 
dépassant pas les 8,28 en fin de fermentation. 
Suite de la Figure 27. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes, de croissance et de 
pH de la souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-CSL en présence de saccharose (c). 
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2.4. Milieu de base-CSL additionné de dextrines ou de succinate ou de pyruvate ou d’acétate 
de sodium ou de propionate 
La Figure 28 regroupe les résultats observés en présence de ces quatre sources carbonées. À 
l’exception du milieu additionné de propionate où aucune activité n’a été observée, en présence des 
quatre autres sources l’apparition de l’activité est tardive, le 3ème jour (phase exponentielle) et ce 
contre les trois germes-tests. Les niveaux d’activités sont aussi beaucoup plus faibles que ceux 
observés avec les trois sources de carbone précédentes. Avant le 6ème jour d’incubation, la majorité 
des sources marquent de très faibles activités ≤ 12 mm (dextrines, succinate, acétate de sodium) 
(Figures 28a, b et c). 
Figure 28. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes contre SA (a), BS 
(b) et UR (c) de la souche Sx. tamanrassetensis cultivée dans le MB-CSL en présence 
de dextrines ou de succinate ou d’acétate de sodium ou de pyruvate ou de propionate. 
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Les maximas sont notés en fin de fermentation comme dans les cas précédents. L’activité la 
plus importante est notée en présence de dextrines et d’acétate de sodium avec 16 mm contre UR 
au 8ème jour (Figure 28c) ou bien 15 mm en présence du pyruvate contre SA et BS au 8ème et 10ème 
jour (phase stationnaire) (Figure 28a, b). La croissance dans les cinq milieux de culture (Figure 28d) 
est à l’image des niveaux d’activité, pas très importante, le minimum de biomasse est noté dans les 
milieux additionnés de succinate et de propionate, alors que le maximum de biomasse est enregistré 
avec l’acétate de sodium à 4,85 g/L. Pour le reste des autres sources la quantité de biomasse est < 3 
g/L. L’évolution du pH dans les cinq milieux était différente (Figure 28d). Alors que dans les deux 
milieux qui ont le moins bien marché (propionate et succinate) le pH avait tendance à s’acidifier. 
En présence des trois autres sources (dextrines, pyruvate et acétate de sodium) le pH neutre 
initialement avec une moyenne de 7,25 augmentait ne dépassant pas 8,5 en fin de cinétique. 
➢ Choix de la meilleure source de carbone 
Comme avec les sources d’azote, les activités maximales obtenues avec les sources de 
carbone ont été regroupées et présentées par souche-cible sous forme d’histogrammes dans la Figure 
29. La Figure 29a représente les meilleures activités antifongiques observées contre UR. Cette 
Figure montre que le milieu supplémenté de saccharose est celui qui a induis la meilleure inhibition 
Suite de la Figure 28. Cinétiques de croissance et de pH de la souche Sx. 
tamanrassetensis cultivée dans le MB-CSL en présence de dextrines ou de 
succinate ou d’acétate de sodium ou de pyruvate ou de propionate. 
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(32 mm). Il est suivi de près par le fructose et le glucose et loin derrière par les dextrines, l’acétate 
de sodium, le pyruvate et le succinate. 
La Figure 29b, résume les activités maximales résultants de l’activité antibactérienne 
exprimée contre SA et BS. Elle confirme aussi que le saccharose est la meilleure source de carbone 
pour la production de l’activité antibactérienne contre les bactéries Staphylococcus aureus (28 mm) 
et Bacillus subtilis (22 mm). Il est suivi par le fructose puis le glucose. 
 
Figure 29. Activité antimicrobienne au jour de production optimale de la souche Sx.  
tamanrassetensis cultivée dans le MB-CSL additionné de différentes sources de carbone. 
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Des huit sources de carbone testées (glucose, dextrines, fructose, saccharose, propionate, 
pyruvate, succinate et acétate de sodium.), le saccharose est le nutriment carboné qui a donné les 
meilleures activités. 
3. Discussion 
L’étude de la production de molécules biologiquement actives chez une souche commence 
toujours par la sélection d’un milieu de production optimale. Notre but étant de produire les 
molécules antimicrobiennes de la souche SA198 de Sx. tamanrassetensis, sur un milieu différent du 
milieu complexe ISP2, le choix s’est porté sur le milieu de base synthétique élaboré par Strub (2008) 
et que nous avons quelque peu modifié. Ce milieu économiquement intéressant a déjà été utilisé par 
d’autres chercheurs pour la production de molécules bioactives intéressantes et même originales 
(Zitouni et al., 2005; Bakour, 2006; Bouras et al., 2006a, b, 2007; Bouras et al., 2008; Strub, 2008; 
Strub et al., 2010; Laassami, 2015; Tata, 2020). La sélection de la meilleure source d’azote et de 
carbone à ajouter au milieu pour la production de l’activité antimicrobienne a été analysée par la 
méthode d’optimisation classique « un facteur à la fois ». 
Lorsque la capacité d’une souche d’actinobactérie à produire des antibiotiques est reconnue, 
cette capacité n’est pas pour autant fixe mais peut être considérablement augmentée ou au contraire 
complètement perdue suivant les conditions de nutrition et de culture dans laquelle elle se trouve 
(Singh et al., 2017; Zhou et al., 2017). Il existe une relation certaine entre la composition du milieu 
de culture et le métabolisme secondaire (Elibol, 2004; Azma et al., 2011; Singh et al., 2017). 
L’addition de différentes sources d’azote et de carbone dans le milieu MB a provoqué une 
fluctuation de la production de l’activité antimicrobienne, ceci était aussi le cas pour la croissance 
de la souche SA198 de Saccharothrix. Des chercheurs se sont déjà consacrés à l’étude de l’influence 
de la source d’azote et de carbone sur la production d’antibiotiques dans le milieu de culture chez 
diverses souches de Saccharothrix (Zitouni, 2005; Bouras et al., 2006a, 2006; 2007, 2008; Strub, 
2008; Wang et al., 2011; Laassami 2015). Toutes ces études confirment le rôle important de la 
nutrition dans l’apparition et l’intensité même du métabolisme secondaire, de même qu’elles 
affirment que l’épuisement de certains éléments essentiels ou encore la diminution du taux de 
croissance peuvent initier la synthèse des biomolécules. 
Nos résultats de l’évolution dans le temps des cinétiques de production antimicrobiennes 
révèlent certains points communs dans les différents milieux de culture, comme l’absence d’une 
phase de latence et une phase stationnaire de courte durée. L’absence de la phase de latence déjà 
signalée à de nombreuses reprises dans d’autres travaux a été expliquée par le fait que les pré-
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cultures préparées pour inoculer les cultures de production, étaient prises en phase exponentielle de 
croissance (Zitouni, 2004; Badji, 2006; Boudjella, 2007; Toumatia, 2010; Boulkour., 2016; Belghit, 
2016; Hamza et al., 2018). 
Les maximas d’activités antimicrobiennes obtenues ont été pour la majorité produits en fin 
de phase stationnaire de croissance, à l’instar d’autres métabolites secondaires, les antibiotiques sont 
souvent produits après la phase de croissance des microorganismes et durant leur phase stationnaire 
ou du fait de l’épuisement de la source de carbone ou d’azote (Rafieenia, 2013). Toutefois plusieurs 
auteurs ont constaté que dans le cas des actinobactéries cette production peut avoir lieu en phases 
exponentielle, stationnaire ou de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006; Aouiche, 2013; Lahoum et al., 
2019; Tata, 2020). 
D’une manière globale, le taux de croissance cellulaire était relativement élevé les six 
premiers jours de même qu’il était lié à l’apparition de la production antimicrobienne. En effet, cette 
production débutait fortement durant la phase exponentielle et progressait jusqu’à atteindre un 
maxima durant les phases de ralentissement et stationnaire. Lorsque la phase de croissance entamait 
sa phase de déclin, la production antimicrobienne diminuait aussi. Cela confirme le fait que le 
processus de biosynthèse des métabolites secondaires des actinobactéries est lié à leur cycle de vie 
et donc à leur croissance (Van der Heul et al., 2018). 
L’évolution du pH au cours des cinétiques en présence des meilleurs milieux de production 
d’activités antimicrobiennes (CSL, peptone, extrait de levure, glucose, fructose, saccharose) 
présentait une variation assez légère (une tendance progressive vers une basification du pH) entre 
7,2 et 8,5. Ceci suggère que les activités antimicrobiennes étaient produites plus aux alentours des 
pH basiques. En effet, la dégradation des sources azotées organiques tels que les acides aminés 
présents dans le CSL, la peptone ou l’extrait de levure induit la basification du milieu après 
libération et accumulation de l’ammoniac, et ce, suite à une désamination de ces acides aminés. De 
telles constatations sont en accord avec de nombreux travaux réalisés sur l’optimisation de la 
production d’antibiotiques où les pH induisant les activités maximales correspondent à des pH 
basiques (Hata et al., 1971; Larpent et Sanglier, 1989; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992; 
Boudjella, 2007; Strub, 2008; Jain et al., 2011; Merrouche, 2012; Boubetra et al., 2013b; Boulkour, 
2016; Hamza et al., 2018). 
Plusieurs études ont prouvé le lien étroit entre la synthèse antibiotique de nombre 
microorganismes entre autres les actinobactéries et la nature et la concentration de la source d’azote 
dans le milieu de culture (Aharonowitz, 1980; Rafieenia , 2013). Les résultats des cinétiques en 
fonction des différentes sources d’azote testées montrent une variabilité de résultats quant à 
l’apparition de l’activité antimicrobienne mais aussi pour la croissance de la souche SA198. Sur les 
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seize sources d’azote testées, certaines ont été concluantes (CSL, peptone, leucine, extrait de levure 
et valine), d’autres l’ont été moyennement (extrait de malt, caséine, arginine, tryptone, tyrosine, 
alanine et sulfate d’ammonium) et d’autres ne l’ont pas été (L-proline, cystine, méthionine et lysine). 
Les faibles résultats obtenus avec certaines sources d’azote telles que la proline, la cystine, 
la méthionine, l’arginine, la tyrosine, l’alanine, le sulfate d’ammonium et la lysine pourraient être 
dus au fait qu’elles soient rapidement métabolisables. En effet il est établi que dans ce cas, ces 
sources induisent généralement une réduction de la production d’antibiotiques chez différents 
microorganismes de même que chez les actinobactéries (Patvine et Peringer, 1994). Nos 
constatations en présence de sources d’azote complexes rejoignent celles des chercheurs ayant 
démontré que des sources telles que la farine de soja, le CSL, la peptone, l’extrait de malt, la caséine, 
la tryptone, et l’extrait de levure pouvaient augmenter la production d’antibiotiques produits par des 
microorganismes type actinobactéries, et qui a été attribué à la décomposition lente de ces composés 
dans le milieu (Gao et al., 2009; El-Enshasy et al., 2008; Marques et al., 2011). 
Par ailleurs, un milieu contenant des sels d’ammonium comme seules sources d’azote ne 
convient pas à la production d’antibiotiques et l’utilisation de sources d’azote inorganiques telle que 
le sulfate d’ammonium dans notre cas peut conduire à des concentrations élevées d’ammonium dans 
le milieu de culture, et supprimerait la production d’antibiotiques. Il est d’ailleurs recommandé dans 
les industries de production d’antibiotiques de compléter cet apport par des concentrations élevées 
de sources d’azote complexes (Rafieenia, 2013). 
Le processus de production de l’activité antibactérienne et antifongique dans les milieux 
additionnés de CSL, de peptone, de leucine, d’extrait de levure ou de valine, montre que les activités 
apparaissent en phase exponentielle ou en phase stationnaire de croissance alors que les inhibitions 
maximales se manifestaient en fin de phase stationnaires (CSL et peptone) voire en phase de déclin 
(extrait de levure, valine et leucine). Ces activités paraissent découplées à la croissance et 
interviendraient tardivement. Cela démontre l’implication directe de la source d’azote avec ces deux 
fonctions (métabolisme secondaire/croissance) par rapport à d’autres sources du milieu, tels que les 
macro ou micro-nutriments. C’est particulièrement le cas si la source d’azote est complexe et à base 
d’acides aminés comme avec le CSL, la peptone ou l’extrait de levure, où les acides aminés peuvent 
jouer des rôles structurels dans le cas des NRPS et PKS ou lorsque des groupements aminés ou 
amides font partie de la structure des métabolites secondaires (Romano et al., 2018). Nos 
observations ont été déjà constatées chez Sx. algeriensis (Bouras, 2005; Strub, 2008; Merrouche, 
2012). Enfin selon Romano et al. (2018) il y a un paramètre à considérer qui est l’équilibre entre la 
prolifération cellulaire et le métabolisme secondaire qui se produit pendant la phase de croissance 
stationnaire et qui influence donc le métabolisme secondaire. 
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Le CSL a été la meilleure source d’azote, en produisant les activités les plus importantes et 
contre les trois germes testés dans l’étude. Le CSL est une matière première peu coûteuse mais 
importante, sous-produit des industries de l’amidon de maïs (Yang et al., 2013). Il a une valeur 
nutritionnelle élevée, et constitue une excellente source d’azote et de carbone largement utilisée 
dans des processus biopharmaceutiques en supplément dans des milieux de production avec micro-
organismes. Il est riche en protéines, acides aminés, minéraux, vitamines et microéléments (Pereira 
et al., 2010; Xiao et al., 2013; Hofer et al., 2018). Nos observations avec le CSL corroborent celles 
faites par Laassami (2015) et effectuées sur la même souche. Plusieurs autres chercheurs ont déjà 
signalé le CSL en tant que meilleure source d’azote pour la production de métabolites chez certains 
microorganismes, c’est le cas de la production de métabolites primaires comme l’acide lactique par 
des souches de Lactobacillus (Lee, 2005; Yu et al., 2008), la production d’éthanol par 
Saccharomyces cerevisiae (Pereira et al., 2010), la production d’acide succinique par Actinobacillus 
succinogenes NJ113 (Xi et al., 2013) et la production de caroténoïdes par Sporidiobolus pararoseus 
(Valdugan et al., 2013). En ce qui concerne la production de métabolites secondaires, Sarada et 
Sridhar (1998) ont constaté que parmi diverses sources d’azote testées, le CSL donnait une 
production maximale de céphamycine C par Streptomyces clavuligerus. Le remplacement de 
l’extrait de levure (couteux) par du CSL par De Azeredo et al. (2006), avait permis de stimuler la 
production de protéases par Streptomyces sp. 594. La production de pullulane par Aureobasidium 
pullulans RBF 4A3 a également été améliorée en utilisant le CSL comme source d’azote par rapport 
à d’autres déchets agro-industriels (Sharma et al., 2013). La production de pénicilline par 
Penicillium chrysogenum a été augmentée en remplaçant le conventionnel milieu de fermentation 
au lactose par un milieu à base de CSL (Amadi et Ngerebara, 2017). Nos résultats avec le CSL sont 
intéressants dans la mesure où ce produit représente une très bonne alternative (peu onéreux) par 
rapport à l’utilisation coûteuse du très sollicité extrait de levure notamment au sein de notre 
laboratoire (LBSM) en tant que constituant du milieu de production ISP2 (Lamari et al., 2002a; 
Zitouni et al., 2004; Boudjella et al., 2010; Boubetra et al., 2013b; Khebizi et al., 2017; Hamza et 
al., 2018; Tata et al., 2018; Lahoum et al., 2019). 
Les autres sources d’azote ayant donné de bons résultats sont la peptone, la leucine, l’extrait 
de levure et la valine. Les résultats obtenus avec la peptone sont les plus proches de ceux avec le 
CSL. Les peptones sont des sources d’azote organiques complexes et sont des protéines hydrolysées 
(Atlas, 2005). La peptone a déjà été citée comme une bonne source d’azote dans des travaux (Cho 
et al., 2012; Ababutain et al., 2013; Gunda et Charya. 2013; Al-Ghazali et Omran, 2017). Alors que, 
Pandey et al. (2005) avait constaté chez Streptomyces kanamyceticus M27, que la peptone ne 
favorisait pas la production de kanamycine. L’addition de l’extrait de levure ou de la valine dans le 
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milieu, n’avait pas permis de produire une activité contre BS, par contre une bonne activité contre 
le staphylocoque et le champignon est observée. L’extrait de levure, de par sa composition, constitue 
une source d’azote riche et diversifiée, il est très utilisé pour la production des antibiotiques, y 
compris pour les Saccharrothrix comme évoqué plus haut. En présence de la caséine et de la 
tryptone, la production de l’activité antimicrobienne par la souche SA198 a été faible. Ces résultats 
sont similaires à ceux de Belkacem (2012). Le troisième groupe de source d’azote utilisé et constitué 
par le L-tryptophane et le sulfate d’ammonium. Il a été constaté que l’activité antibactérienne en 
présence des sources d’azote du premier groupe est nettement meilleure que celle observée pour le 
deuxième groupe. En revanche, aucune activité antimicrobienne n’est obtenue avec les sources 
d’azote du troisième groupe. En présence d’extrait de malt dans le milieu, aucune activité 
antimicrobienne n’est détectée. Ceci rejoint quelques travaux rapportés dans la littérature où l’extrait 
de malt défavorise la production d’antibiotiques par certaines souches de Streptomyces spp (Omura, 
et Tanaka 1986; Escalante et al., 1999). Dans cette expérience, le CSL s’est avéré être la meilleure 
source d’azote il a été additionné dans le milieu MB pour déterminer la meilleure source de carbone.  
Les résultats de la recherche de la meilleure source de carbone, ont montré que le saccharose 
était le sucre le plus performant suivi du fructose et du glucose. Comparé à la fermentation avec le 
glucose, le fructose a induit une meilleure activité antifongique alors que le saccharose a stimulé les 
deux activités antifongique et antibactérienne. Le saccharose est un disaccharide composé de deux 
hexoses (glucose et fructose) qui doit être hydrolysé avant son utilisation dans la biosynthèse. 
Plusieurs travaux font apparaitre ce sucre comme une source idéalement préférée par certains 
microorganismes. C’était le cas pour la production d’un agent anticarcinogène de nature 
polysaccharidique par Cordyceps sinensis et possédant une forte activité antioxydante, pour qui le 
saccharose comme source de carbone a été préféré à la mélasse qui avait pourtant donné de meilleurs 
résultats, mais parce que ce sucre est bon marché et bien adapté à la production à grande échelle, il 
a été choisi pour la suite de l’optimisation du procédé de production (Hsieh et al., 2005). Notre 
résultat concorde aussi avec celui obtenu par Islam et al. (2009), Ramos et Said (2011) ou encore 
avec l’étude de Xu et al. (2017) pour la production de l’activité antioxydante d’un 
exopolysaccharide (EPS) produit par Phellinus vaninii Ljup qui a conclu pour le mélange glucose 
et saccharose pour favoriser la croissance, alors que le rendement maximum d’EPS était atteint avec 
le saccharose seul. Enfin, dans une recherche sur la sécrétion de molécules antibactériennes par 
Bacillus amyloliquefaciens-9, le saccharose a été la meilleure source de carbone pour la croissance 
et le métabolisme (Zhang et al., 2020). Toutefois il existe d’autres travaux rapportant de plus faibles 
productions des activités antimicrobiennes en présence du saccharose (Al-Baarri et al., 2011; Arasu 
et al., 2014; Ababutain et al., 2013). 
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Par ailleurs, il est établi qu’il peut y avoir des différences dans les préférences métaboliques 
entre différentes espèces appartenant à un même genre (Molina-Ramírez et al., 2017). Mais pas que, 
une même souche peut avoir des préférences nutritionnelles pour pouvoir produire des métabolites 
spécifiques. Par exemple, Zitouni (2005) avait constaté que chez la souche Sacchorthrix SA 103, la 
production des mutactimycines étaient favorisées par le fructose et le glucose alors que la synthèse 
des macrolides et d’autres antibiotiques nucléosidiques l’était par la présence de glucose et de 
saccharose. Un autre exemple constaté chez, Komagataeibacter xylinus et testé pour sa production 
de cellulose sur différentes sources de carbone, montrait que le saccharose, le glucose, le fructose 
ou le mannitol étaient utilisés (Molina-Ramírez et al., 2017) ; alors que dans une autre étude menée 
par El-Saied et al. (2004), le fructose produisait un faible rendement au détriment du glucose 
considéré comme la principale source de carbone pour la production par rapport aux trois autres 
sucres. 
En étudiant la littérature, sur l’effet de différentes sources de carbone sur la production de 
divers métabolites, plusieurs résultats ont indiqué que les sucres simples affectaient souvent la 
production d’antimicrobiens pour les espèces d’actinobactéries (Nishanth et al., 2013). Pour 
exemple, le glucose pour les espèces de Saccharorhrix (Zitouni, 2005) ou de Streptomyces (Rizk et 
Metwally, 2007; Rafieenia, 2013), le saccharose pour un nouveau streptomycète (Charkrabarti et 
Chandra, 1982), le fructose pour Streptomyces thermoviolaceous (James et Edwards, 1988), 
l’amidon (Zitouni, 2005; Tata, 2020) etc., ont été signalés comme convenant à la production de 
métabolites secondaires. 
Il ressort de cette étude que la synthèse des molécules bioactives de la souche SA198 est 
fortement liée à la nature de la source de carbone et d’azote du milieu de culture. Le milieu MB 
additionné de CSL et de saccharose est retenu pour les études d’optimisation statistique. 
4. Cinétique de production dans le milieu ISP2 
Une cinétique sur le milieu ISP2 est menée dans les mêmes conditions que lors des cultures 
de recherche de la meilleure source de carbone et d’azote. Le milieu ISP2 pour « International 
Streptomyces Project » est un milieu complexe, à base d’extrait de malt, d’extrait de levure et de 
glucose. Pour rappel, les travaux menés sur la même souche par Boubetra (2013) ont été effectué 
exclusivement sur le milieu ISP2. Le but ici est de confronter nos résultats du milieu ISP2 avec ceux 
de Boubetra (2013). Aussi, les résultats obtenus dans le milieu ISP2 sont comparés à ceux du milieu 
MS-CSL-saccharose (meilleur milieu de production). 




La Figure 30, regroupe les résultats du suivi de l’activité antimicrobienne (contre SA, BS et 
UR) de la biomasse et du pH dans le milieu ISP2. 
Durant cette cinétique, l’activité antimicrobienne se manifeste dès le 1er jour contre UR mais 
le 2ème jour contre SA et BS (phase exponentielle). L’activité est assez marquée contre SA et UR où 
elle atteint des maximas de 36 et 32 mm respectivement au 8ème jour de cinétique (début de la phase 
stationnaire) et relativement moyenne contre BS, avec un maximum noté au 7ème jour de 22 mm. Le 
taux de croissance maximal atteint 9,2 g/L en fin de cinétique. Le pH du milieu de culture a peu 
évolué, et est demeuré proche de la neutralité, d’un pH initial de 7,25 à un pH légèrement basique 
de 8,14 en fin de culture. 
La cinétique de croissance sur ce milieu se caractérise par le phénomène de diauxie. En effet, 
après les 3 premiers jours de forte croissance, se produit un ralentissement qui a duré 3 jours où le 
taux de croissance est relativement stable, puis une reprise de la croissance jusqu’au 9ème jour où on 
peut observer les prémisses d’une phase stationnaire très courte puis une phase de déclin (données 
non présentées). 
Il est à signaler que la culture dans le milieu ISP2 est de couleur brune en début de cinétique. 
Cette couleur vire progressivement au cours du temps au brun jaunâtre foncé, et est étroitement 
corrélée à la sécrétion des produits actifs. En effet, l’activité est d’autant plus importante que la 
couleur devient plus foncée, ce qui coïncide avec le maximum de production. 
Durant cette étape d’étude et de réalisation de cinétiques dans le milieu liquide ISP2, des 
variations relativement importantes ont été observées particulièrement en ce qui concerne la 
production des antibiotiques. En effet, nous avons rencontré des problèmes de non reproductibilité 
des résultats. Pour le même milieu de culture (ISP2) et dans des conditions de culture identiques, 
nous avons observé des écarts importants entre les trois essais (répétitions). Ceci se traduisait par 
des couleurs différentes (brune, rouge et beige) du filtrat de culture. Dans la fiole d’Erlenmeyer où 
apparaissait la couleur brune, la production d’antibiotiques avait lieu normalement. Par contre, dans 
les fioles où la couleur était rouge ou beige, aucune production n’était détectée. De ce fait, les 
expériences ont été refaites plusieurs fois jusqu’à obtention de la couleur désirée du milieu de 
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culture. Ces résultats hétérogènes demeurent difficiles à expliquer surtout que les cultures ont été 
effectuées dans des conditions identiques et l’inoculum utilisé provenait du même stock. 
 
4.2. Discussion 
Les résultats obtenus dans le milieu ISP2 sont confrontés à ceux obtenus par Boubetra 
(2013). Il est constaté que comme dans le travail de référence, la production des activités 
antibactériennes et antifongiques est en corrélation avec la croissance de la souche. Le jour de 
production optimale est à un jour près le même. Si dans le cas de l’activité antimicrobienne contre 
UR il est le même à savoir le 8ème jour à un pH légèrement basique, contre BS il atteint son maximum 
le 7ème jour et se maintient le 8ème jour. Si l’activité contre SA résistant à la méthicilline n’avait pas 
été constatée lors des travaux de Boubetra (2013), nos résultats mettent en évidence une activité très 
intéressante et assez importante (32 mm) et optimale au 8ème jour dans le milieu ISP2. 
Le phénomène de diauxie observé à partir de la courbe de croissance était aussi signalé dans 
le travail de référence de Boubetra (2013). Chez les bactéries, ce phénomène se caractérise par une 
Figure 30. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes, de croissance et de 
pH de la souche Saccharothrix tamanrassetensis cultivée dans le milieu ISP2. 
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répression catabolique et une courbe de croissance biphasique. Appelé aussi « effet glucose », il est 
l’un des mécanismes les plus conservés chez les microorganismes (Galinier, 2018). Mis en évidence 
par Jacques Monod en 1942, il fut décrit en 1974 par Lee et al. en arguant d’un temps d’adaptation 
des microorganismes aux nouvelles conditions de culture. En effet, dans le milieu de culture les 
bactéries préfèreront en premier l’hydrate de carbone le plus rapidement métabolisable, 
généralement le glucose, mais pas toujours (van der Stel et al., 2018), par rapport à une autre source 
de carbone présente aussi dans le milieu. Cette croissance en diauxie peut aussi se jouer entre une 
seule source osidique et une source azotée telle que cela a été décrit chez Saccharothrix algeriensis 
(Bouras et al., 2015b). Par ailleurs, les acides aminés (en particulier ceux chargés négativement et 
ceux de faibles poids moléculaire) sont dans un premier temps préférés et utilisés par 
l’actinobactérie pour sa croissance. Ces acides aminés sont utilisés au cours de la première phase 
exponentielle alors que le glucose, le sera majoritairement au cours de la deuxième phase 
exponentielle. Le même résultat obtenu par Boubetra (2013) dans le milieu ISP2 avec Saccharothrix 
tamanrassetensis, confirme le mode de croissance en diauxie chez cette souche d’actinobactérie. 
Le milieu ISP2, connu pour sa richesse en nutriments, s’est montré favorable pour la 
production des activités antimicrobiennes par la souche Sx. tamanrassetensis. Ce milieu est 
largement utilisé pour ce genre d’étude dans notre laboratoire (Lamari et al., 2002a; Zitouni et al., 
2005; Boudjella et al., 2006; Toumatia, 2010; Aouiche et al., 2015; Belghit et al., 2016; Driche et 
al., 2017; Lahoum et al., 2019). 
Durant nos cinétiques en milieu liquide le problème de variabilité des résultats était récurrent 
dans le cas de la souche Sx. tamanrassetensis SA 198. Cette difficulté n’est pas un fait inédit ou un 
cas isolé. En effet, dans le cadre de recherches sur la formation d’antibiotiques sur des souches 
d’actinobactéries sauvages (en majorité sur le genre Streptomyces mais pas que), les entraves dues 
à la variabilité notoire des taux de production sont fréquemment discutées et ce même entre des lots 
de cultures parallèles de la même souche sur fioles d’Erlenmeyer (Minas et al., 2000). Aussi nombre 
de chercheurs ont signalé des cas similaires (Benslimane, 1996; Drouin, 1996; Saffroy, 2006; 
Siebenberg et al., 2010) ou se sont consacrés à étudier la manière de réduire la variabilité des 
résultats lors d’un processus de fermentation (Zhang et Greasham., 1999; Büchs, 2001; Neves et al., 
2001; Siebenberg et al., 2010; Keil et al., 2019; Schrader et al., 2019). Certaines de ces études 
préconisent la recherche des conditions garantissant la reproductibilité de la croissance et de la 
production avant de continuer les études de cinétiques. Alors que toutes s’accordent sur des 
recommandations, mettant en cause les conditions d’ensemencement des précultures et des cultures, 
l’âge de l’inoculum au moment de l’ensemencement des cultures de production ou encore 
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l’ammonium produit, mais aussi le procédé de fermentation et enfin la formulation de milieu de 
production chimiquement défini. 
• Le contrôle rigoureux des conditions de culture (quantité d’inoculum, état physiologique de 
la préculture, volume utile des cultures, biomasse produite, aération, pH) est certes déterminant pour 
la reproductibilité des résultats. 
• L’effet ammonium : L’effet ammonium sur la production des antibiotiques a été cité par 
plusieurs auteurs. On peut citer Lebrihi et al. (1992) et Untrau et al. (1994) pour la production de la 
spiramycine ou encore Jonsbu et al. (2001) pour celle de la nystatine. Ces auteurs ont montré que 
les ions ammonium exercent un effet négatif sur la production de l’antibiotique. 
• Le procédé de fermentation : la fermentation en fioles d’Erlenmeyer peut entraîner des 
limitations au niveau des transferts de matière et particulièrement d’oxygène suite à l’augmentation 
de la viscosité du milieu et à la forte densité microbienne, rendant difficile le contrôle des conditions 
de culture. L’un des problèmes pourrait être dû à une limitation en oxygène au cours de la culture. 
L’ajustement à la demande, en oxygène dans le système « fiole d’Erlenmeyer /agitateur » peut certes 
être obtenu par diminution du volume utile et de la concentration en biomasse, mais il est cependant 
impossible de contrôler l’apport d’oxygène en cours de culture. Toutefois, la difficulté d’obtention 
de cultures reproductibles en fioles d’Erlenmeyer ne doit pas remettre en cause l’utilisation de ce 
procédé. Pour des études d’optimisation et de régulation plus approfondies, le fermenteur est utilisé 
pour maîtriser tous les paramètres de la culture (aération, agitation, pH…). 
L’utilisation de milieux de culture chimiquement définis ou de composition déterminée peut 
s’avérer d’une grande aide voire même recommandée pour certains procédés de fermentations 
commerciales. Les entreprises qui ont opté pour ce type de procédés industriels mettent en avant 
des caractéristiques très favorables à grande échelle et qui ne sont pas observées avec les milieux 
complexes traditionnels. 
5. Comparaison entre les milieux ISP2 et MB-CSL-saccharose 
Le milieu de base additionné de CSL et de saccharose est sélectionné pour la production des 
molécules bioactives de la souche Sx. tamanrassetensis. Toutefois, une comparaison entre les 
résultats des cinétiques sur MB-CSL-saccharose et ISP2 est réalisée afin de voir lequel a été le plus 
favorable à la production des activités antimicrobiennes par la souche SA198. 
5.1. Résultats 
L’activité antimicrobienne produite dans les deux milieux MB-CSL-saccharose et ISP2 et 
évaluée contre les trois germes tests SA, BS et UR est illustrée par les Figures 31a, b et c 
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respectivement. Bien que dans les deux milieux testés, les deux activités antibactériennes et 
antifongiques sont détectées, les Figures montrent clairement que la production d’activité était un 
peu plus importante dans le milieu complexe ISP2. Aussi quelques similitudes et différences sont à 
signaler, en effet, les activités se manifestent dès la phase exponentielle de croissance (Figure 31d), 
néanmoins, l’activité antibactérienne (contre SA et BS) est absente au premier jour de cinétique 
dans les deux milieux comparés. Quant à l’activité antifongique, elle est présente et même 
importante dès le premier jour dans l’ISP2 mais absente dans le MB-CSL-saccharose. Après la 
phase exponentielle, les activités antimicrobiennes continuent progressivement à augmenter durant 
les phases de ralentissement et stationnaire (Figure 31d). 
La production de l’activité antibactérienne contre (SA) est nettement meilleure sur l’ISP2 
(Figure 31a), un peu meilleure contre (BS) dans l’ISP2 (Figure 31b). Pour l’activité antifongique, 
la production est presque similaire sauf lors des premiers jours de la cinétique où elle est plus 
importante dans l’ISP2 (Figure 31c). 
Que ce soit dans le MB-CSL-saccharose ou en milieu ISP2, la production de l’activité 
antimicrobienne est couplée avec la croissance. Elle débute fortement durant la phase exponentielle 
et continue progressivement à augmenter durant les phases de ralentissement et stationnaire. 
La croissance de Sx. tamanrassetensis dans les deux milieux ISP2 et MB-CSL-saccharose 
(Figure 31d) montre l’absence d’une phase de latence, bien qu’elle ait connu une croissance 
diauxique en milieu ISP2. La biomasse est plus élevée dans le milieu MB-CSL-saccharose par 
rapport au milieu ISP2. Le pH du milieu ISP2 montre de légères variations, par contre le pH du 
milieu MB-CSL-saccharose évolue pendant la fermentation pour devenir basique (Figure 31e). 
  




Figure 31. Cinétique de l’activité antimicrobienne de la souche Sx. tamanrassetensis contre 
SA (a), BS (b) et UR (c) dans les milieux MB-CSL-saccharose et ISP2. 





Chez les actinobactéries, le cycle de développement est typiquement relié à la production de 
composés bioactifs, ces derniers, vraisemblablement produits pour garantir l’apport en nutriments 
pendant l’évolution de la croissance (Van der Heul et al., 2018). Aussi, cette production peut avoir 
lieu en phases exponentielle, stationnaire ou même de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006; Hamza et 
al., 2018; Merrouche et al., 2019; Lahoum, 2017; Tata, 2020). Dans le cas de la souche SA198, la 
production est globalement associée à la croissance. 
La souche Sx. tamanrassetensis SA198, produit dans les deux milieux de culture ISP2 et 
MB-CSL-saccharose des molécules bioactives avec des propriétés antibactériennes et 
antifongiques. Toutefois dans le milieu complexe ISP2, la production est légèrement plus 
importante que dans le MB-CSL-saccharose. 
Suite de la Figure 31. Cinétiques de l’évolution de la biomasse (d) et du pH (e) de la souche 
Sx. tamanrassetensis dans les milieux MB-CSL-saccharose et ISP2. 
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Au sein du LBSM, le milieu complexe ISP2 est l’un des milieux les plus sollicités pour la 
culture des actinobactéries et la production de biomolécules. D’ailleurs il a déjà été soit distingué 
comme meilleur milieu de production (Badji, 2006; Boudjella, 2007), soit utilisé pour la production 
des métabolites bioactifs (Zitouni, 2004; Zitouni et al., 2005; Badji et al., 2009; Bouras et al., 2013; 
Belghit et al., 2016; Lahoum et al., 2017). Dans le cas de Sx. tamanrassetensis SA198, Boubetra et 
al. (2013b) avait abouti à la caractérisation de trois molécules produites à partir d’une culture sur le 
milieu ISP2. Toutefois, ce milieu a un coût du fait des ingrédients qui le composent, et le remplacer 
par un milieu semi-synthétique voire défini tout en conservant ou en améliorant la qualité de la 
production est le but ultime de tout procédé fermentaire (Zhang et Greasham, 1999; Gutiérrez-
Correa et Villena, 2010). 
Le milieu MB-CSL-saccharose est un milieu semi-synthétique composé d’ingrédients 
minéraux et additionné de saccharose et de CSL. Ce dernier constituant tel que déjà cité plus haut 
(paragraphe 1.2.), outre le fait d’être une excellente source de protéines pour nombre de 
microorganismes et dans ce milieu en particulier, représente une bonne alternative de remplacement 
du milieu ISP2. Le CSL est un sous-produit liquide visqueux composé d’acides aminés, de 
minéraux, de vitamines et d’oligo-éléments et qui peut être utilisé comme une source d’azote riche 
et efficace afin de remplacer des milieux complexes coûteux à base d’extrait de levure, d’extrait de 
bœuf et de peptone dans les fermentations (Tan et al., 2016; Taiwo et al., 2018a).  
Le CSL a été la meilleure source d’azote, un résultat qui corrèle avec les conclusions de Lee, 
(2005) et Yu et al. (2008). Le saccharose comme meilleure source de carbone rejoins les résultats 
obtenus par Islam et al. (2009) et Thakur et al. (2009). Plus récemment nos résultats sont en accord 
avec ceux obtenus par Amadi et Ngerebara, (2017) qui en remplaçant le lactose conventionnel par 
du saccharose dans un milieu à base de CSL a permis d’augmenter la production de pénicilline par 
Penicillium chrysogenum. 
Lors du développement d’un procédé de fermentation, les matières premières composant le 
milieu de culture comptent et peuvent même représenter de 15 à 60% du coût de la production total 
(Kennedy et Krouse, 1999). On comprend alors l’importance d’avoir accès à des matières premières 
peu coûteuses. A cet égard, les résultats obtenus avec le milieu MB-CSL-saccharose sont 
intéressants du point de vue économique comparés à l’utilisation du milieu empirique ISP2. Au-
delà de cet aspect, le recours à un milieu de production de formulation défini ou semi-défini et 
assurant une croissance cellulaire raisonnable comme c’était le cas avec le milieu MB-CSL-
saccharose peut s’avérer très utile pour des études sur la régulation génétique, l’expression des 
protéines et les flux métaboliques (Zhang et al., 2009). Le terme vague « semi-défini », 
fréquemment retrouvé dans la littérature, se réfère généralement à un milieu composé 
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principalement d’éléments nutritifs précis avec seulement un ou deux nutriments complexes (Zhang 
et Greasham, 1999). 
En outre, l’emploi d’un milieu défini prévient l’incertitude due aux interactions entre 
composants complexes du milieu, et permet aussi d’éviter l’instabilité des résultats du fait de la 
facilité à reproduire l’environnement de culture originel (Zhang et Greasham, 1999; Huang et Tang, 
2007). Ce dernier point a son importance dans ce travail au regard des difficultés de reproductibilité 
observées chez la souche SA198. 
Plusieurs travaux rendent compte de l’efficacité du CSL en tant que source peu coûteuse de 
nutriments comme pour la production microbienne de céphamycine C par Streptomyces 
clavuligerus (Sarada et Sridhar, 1998), d’érythromycine par Saccharopolyspora erythraea (Zou et 
al., 2009) ; d’éthanol par Clostridium ragsdalei (Saxena et Tanner, 2011), de pullulane par 
Aureobasidium pullulans RBF 4A3 (Sharma et al., 2013) de Natamycine par Streptomyces 
natalensis (Lule et al., 2016) ou de protéase et de biopesticide par Bacillus sphaericus MBI5 (Kati 
et al., 2017). De même, de nombreux chercheurs ont visé comme objectif dans leurs travaux, de 
remplacer les produits chers tel que l’extrait levure ou la peptone par le CSL (Lawford et Rousseau, 
1997; Kona et al., 2001; Lee et al., 2005; Tang et al., 2006; Maddipati et al., 2011; Xi et al., 2013; 
Liu et al., 2015; Tan et al., 2016; Taiwo et al, 2018b; Kaur et al., 2020). 
A l’issue de cette partie du travail, le milieu MB-CSL-saccharose sera utilisé pour une 
optimisation statistique de la production de l’activité antimicrobienne. 
III. OPTIMISATION STATISTIQUE DE LA PRODUCTION DE L’ACTIVITE 
ANTIMICROBIENNE 
Pour la suite de la recherche du milieu de production optimale de l’activité antimicrobienne 
par la souche SA198, nous avons envisagé un procédé plus pratique faisant appel aux plans 
d’expériences. Tout d’abord déterminer les paramètres de culture influençant la production de 
l’activité antimicrobienne via le plan Plackett-Burman, puis en appliquant la méthode des surfaces 
de réponses avec le plan Box Behnken, des équations polynomiales ont été générées et représentées 
sous la forme de tracés de surface bidimensionnels (2D) et montrant l’interaction des facteurs. Enfin, 
la validation des modèles proposés a été déterminée par la combinaison des différentes variables 
optimisées donnant la réponse maximale. 




3.1.1. Le plan Plackett-Burman pour le criblage des facteurs influençant l’activité 
antimicrobienne 
Le plan d’optimisation de Plackett-Burman est utilisé afin de déterminer les facteurs 
(composants du milieu et autres paramètres) ayant une influence significative sur la production. 
Ainsi, l’importance de sept (07) paramètres physico-chimiques du milieu de culture sur la 
production de l’activité antifongique et antibactérienne par la souche SA198 de Saccharothrix, a été 
analysée par le plan Plackett-Burman. Ces paramètres sont  : saccharose (X1) ; K2HPO4 (X2) ; CaCl2 
(X3)  ; NaCl (X4) ; corn steep liquor (X5) ; temps d’incubation (X6) et KH2PO4 (X7). Nous rappelons 
que dans le chapitre « Matériel et méthodes », les valeurs extrêmes (concentrations et jours) sont 
choisies pour ces différents facteurs (voir Tableau 7 p 55). Ces facteurs ont été examinés en 12 
combinaisons (essais) organisées selon la conception PB. 
Le Tableau 12 montre la moyenne de l’activité antimicrobienne (réponse) pour les différents 
essais enregistrés et correspond à la réponse (Y) représentant l’activité antimicrobienne estimée en 
millimètre à l’égard de trois germes cibles à savoir SARM ATCC 639c, Bacillus subtilis ATCC 
6633 et Umbelopsis ramanniana NRRL 1829.  
Les réponses ont montré une variation nettement large de l’activité antimicrobienne de 0 à 
20 mm. Cette variation traduit bien l’importance de l’optimisation du milieu pour atteindre une 
activité antibiotique plus élevée. L’activité maximale de 20 mm a été atteinte dans l’essai no 11, 
tandis que l’activité la plus faible (zone d’inhibition ≤ 10 mm) a été enregistrée dans les essais no 8 
et 10. En revanche, aucune activité n’a été obtenue contre le champignon dans l’essai no 1 et contre 
les trois micro-organismes cibles dans l’essai no 4.  
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Tableau 12. Matrice du plan Plackett-Burman pour sept variables avec les réponses. 
 
Essai n° 
Niveaux des variables Activité antimicrobienne Y 
(Distance d’inhibition en mm ± SEM)a 
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 SARM
b BSc URd 
1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 13 ± 1 15 ± 1  0 
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 17 ± 1 18 ± 2 17 ± 1 
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 14 ± 0 11 ± 1 11 ± 1 
4 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0 
5 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 18 ± 1,15  16 ± 1 16 ± 0 
6 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 15 ± 1 12 ± 0 10 ± 1 
7 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 17 ± 1 17 ± 1 13 ± 1 
8 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 10 ± 0 7 ± 3 9 ± 1 
9 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 15 ± 0,67 14 ± 1 11 ± 1 
10 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 11 ± 0,67 7 ± 3 8 ± 0 
11 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 19 ± 0,67 20 ± 1 15 ± 1 
12 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 16 ± 0 13 ± 1 11 ± 2 
a Moyenne de l’erreur type standard SEM des trois répétitions par essai ; b Staphylococcus aureus résistant à la 
Méticilline 639c ; c Bacillus subtilis (ATCC 6633) ; dUmbelopsis ramanniana (NRRL 1829). 
 
La modélisation des résultats par le logiciel Minitab 17.0 et l’analyse statistique qui s’en est 
suivi ont permis de produire les graphiques illustrés par les Figures 32, 33 et 34 et le Tableau 13. 
L’interprétation des résultats se base sur l’observation des Figures identifiants les variables ayant 
un effet significatif positif sur la production antimicrobienne ainsi que sur l’analyse de la variance 
reprise dans le tableau. 
En observant les Figures 32, 33 et 34, la dominance des trois variables individuelles 
(KH2PO4, CSL et saccharose) est évidente. Sur la base du niveau de confiance, la plus petite valeur 
de probabilité p < 0,05 (Elibol, 2004) confirme que le saccharose, le CSL et le KH2PO4 avaient des 
influences significatives sur l’activité antimicrobienne. Par ailleurs, selon les Figures 32 et 33 
représentants l’effet des sept paramètres sur l’activité antibactérienne vis-à-vis du SARM et du BS, 
les composés qui se différencient du reste sont bien la concentration en KH2PO4, CSL et saccharose 
dans le milieu de culture. Comme le montre la représentation de la Charte de Pareto (Figure 32a ; 
33a), les effets les plus importants sont attribués aux facteurs dont l’histogramme se trouve dans la 
partie supérieure, comme cela a été appliqué par de nombreux auteurs (Wang et al., 2011; Arul Jose 
et al., 2013). De la même façon les Figures 32b, c et 33b, c montrent que ce sont ces mêmes variables 
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(KH2PO4, CSL et saccharose) qui se démarquent du reste en présence des deux bactéries SARM et 
BS. 
Dans le cas de l’expression de l’activité contre le champignon UR, en plus des trois variables 
(KH2PO4, CSL et saccharose) la variable CaCl2 semble jouer aussi un rôle significatif influençant 
la réponse comme le montre les Figures 34a et b. Toutefois une différence subsiste à savoir que le 
CSL, le saccharose et le KH2PO4 affectent positivement la production d’antibiotiques comme le 
montrent les Figure 34a et b, alors que le facteur CaCl2 produit un effet négatif sur la production 
antifongique telle que cela est indiqué dans la Figure 34c. 
L’effet principal de chaque facteur sur la production d’antibiotiques a été calculé pour 
déterminer les conditions pouvant influencer positivement la production d’antibiotiques par la 
souche. Le Tableau 13 montre que parmi les sept (07) facteurs testés, le saccharose, le CSL et le 
KH2PO4 avaient les valeurs t les plus élevées, celles-ci étaient respectivement de 2,50 / 6,01 / 6,76 
avec le SARM ; 2,28 / 5,31 / 7,92 avec BS et 2,23 / 9,35 / 3,83 avec UR. 
3.1.2. Optimisation par Box Behnken design et « response surface methodology » 
La méthodologie de surface de réponse (RSM) utilisant le plan Box-Behnken (BBD) a été 
appliquée pour étudier l’effet des trois variables significatives, CSL, saccharose et KH2PO4, sur 
l’activité antimicrobienne. BBD évalue les interactions entre les différentes variables et RSM trouve 
la concentration optimale de chaque variable pour une activité antibiotique maximale de Sx. 
tamanrassetensis SA198 contre les trois organismes tests. 
Trois équations de régression ont été développées en tant que modèle polynomial de second ordre 
pour calculer les réponses de prédiction et donner les niveaux optimums de chaque variable. 
Y (SARM) = -87,9 + 54,8 KH2PO4 + 4,19 sucrose + 3,147 CSL – 27,34 KH2PO4*KH2PO4 
– 0,0750 sucrose*sucrose – 0,02719 CSL*CSL – 0,875 KH2PO4*sucrose 
- 0,031 KH2PO4*CSL – 0,0525 sucrose*CSL       (2) 
Y (BS) = -79,22 + 39,37 KH2PO4 + 3,183 Sucrose + 3,000 CSL – 16,56 KH2PO4*KH2PO4 
- 0,0760 sucrose*sucrose- 0,02662 CSL*CSL- 0,375 KH2PO4*sucrose - 0,062 KH2PO4 
*CSL – 0,03750 sucrose*CSL        (3) 
Y (UR) = -90,96 + 48,05 KH2PO4 + 4,596 sucrose + 2,756 CSL – 10,08 KH2PO4*KH2PO4 
- 0,1245 sucrose*sucrose – 0,02059 CSL*CSL – 0,687 KH2PO4*sucrose – 
 0,3437 KH2PO4*CSL – 0,03750 sucrose*CSL     (4) 
  





Figure 32. Effet des paramètres de culture étudiés dans le milieu MB-CSL-saccharose sur 
l’activité antibactérienne de la souche SA198 vis-à-vis de Staphylococcus aureus résistant 








Figure 33. Effet des paramètres de culture étudiés dans le milieu MB-CSL-saccharose 
sur l’activité antibactérienne de la souche SA198 vis-à-vis de Bacillus subtilis (ATCC 
6633).  
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Figure 34. Effet des paramètres de culture étudiés dans le milieu MB-CSL-saccharose sur 
l’activité antibactérienne de la souche SA198 vis-à-vis de Umbelopsis ramanniana (NRRL 
1829). 
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Tableau 13. Plan Plackett-Burman et résultats des analyses de la variance pour la production antimicrobienne de Saccharothrix tamanrassetensis SA 198. 
Facteurs Codes Effect  Coefficient  Valeur-t  Valeur-p 
  SARM BS UR  SARM BS UR  SARM BS UR  SARM BS UR 
Constante      13,778 12,500     10,833     31,03     24,40     17,36     0,000   0,000   0,000   
Saccharose X1 2,222    2,333    2,778     1,111     1,167     1,389      2,50     2,28     2,23      0,018*   0,031*   0,034*   
K2HPO4 X2 1,778    1,889    0,111     0,889     0,944     0,056      2,00     1,84     0,09      0,055   0,076   0,930   
CaCl2  X3 1,556    1,667    -2,778    0,778     0,833     -1,389      1,75     1,63     -2,23      0,091   0,115   0,034   
NaCl X4 0,889    0,556    0,111     0,444     0,278     0,056      1,00     0,54     0,09      0,325   0,592   0,930   
CSL X5 5,333    5,444    11,667     2,667     2,722     5,833      6,01     5,31     9,35      0,000*   0,000*   0,000*   
Temps 
d’incubation 
X6 1,556    1,444    1,667     0,778     0,722     0,833      1,75     1,41     1,34      0,091   0,170   0,192   
KH2PO4 X7 6,000    8,111    4,778     3,000     4,056     2,389      6,76     7,92     3,83      0,000*   0,000*   0,001*  
SARM = Staphylococcus aureus résistant à la Méticilline 639c, BS = Bacillus subtilis ATCC 6633, UR = Umbelopsis ramanniana NRLL 1829, *Niveau de signification à 5%
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 Où Y (SARM), Y (BS) et Y (UR) expriment l’activité antimicrobienne prédite (c’est-à-dire la zone 
d’inhibition) obtenue contre le germe correspondant. 
 Dans cette partie, un total de dix-sept (17) expériences ont été réalisées selon la matrice de 
conception, et les réponses prédites et observées ont été rapportées dans le Tableau 14. A, B et C 
correspondent respectivement au CSL, saccharose et KH2PO4. La valeur expérimentale obtenue la 
plus élevée pour la zone d’inhibition était de 26 mm, tandis que la réponse prédite basée sur la RSM 
était estimée à 25,0 mm dans l’essai n ° 16 (Tableau 14). 
Tableau 14. Plan Box-Behnken des variables significatives et leurs réponses. 
Test 
N° 
Valeurs codées Distance d’inhibition (mm) 
A B C Observée Prévue Résiduelle 
CSL Saccharose KH2PO4 YSARM YBS YUR YSARM YBS YUR YSARM YBS YUR 
1 0 0 0 24,5 21 16 25,04 21,83 19,60 -0,54 -0,83 -3,60 
2 0 0 0 24,5 21 19 25,04 21,83 19,60 -0,54 -0,83 -0,60 
3 0 0 0 25,5 22 20 25,04 21,83 19,60 0,46 0,17 0,40 
4 -1 -1 0 14 11 0 11,15 8,89 2,06 2,85 2,11 -2,06 
5 1 0 1 19 16 14 14,16 13,06 15,57 4,84 2,94 -1,57 
6 1 -1 0 16 14 16 17,15 13,67 15,57 -1,15 0,33 0,43 
7 0 1 1 20 20 18 22,04 20,92 18,51 -2,04 -0,92 -0,51 
8 1 0 -1 0 0 9 0,92 1,28 9,94 -0,92 -1,28 -0,94 
9 0 -1 -1 14 13 9 12,04 12,14 8,50 1,96 0,86 0,50 
10 0 0 0 24,5 22 19 25,04 21,83 19,60 -0,54 0,17 -0,60 
11 -1 0 1 20 18 16 19,15 16,77 15,07 0,85 1,23 0,93 
12 -1 1 0 19 12 8 17,93 12,39 8,44 1,07 -0,39 -0,44 
13 -1 0 -1 0 0 0 4,93 3,01 -1,56 -4,93 -3,01 1,56 
14 1 1 0 0 0 9 2,93 2,17 6,94 -2,93 -2,17 2,06 
15 0 -1 1 25,5 23 23,5 29,27 26,41 22,38 -3,77 -3,41 1,12 
16 0 0 0 26 23 22,5 25,04 21,83 19,60 0,96 1,17 2,90 
17 0 1 -1 15,5 13 9 11,81 9,65 10,12 3,69 3,35 -1,12 




      30 
      50 
      70 






CSL= corn steep liquor, SARM = Staphylococcus aureus résistant à la Méticilline 639c, BS = Bacillus subtilis ATCC 
6633, UR = Umbelopsis ramanniana NRLL 1829. 
 
 Les résultats obtenus à partir du BBD sont ensuite interprétés par l’analyse de la variance 
(ANOVA). Les résultats sont réunis dans le Tableau 15. L’ANOVA a démontré que les trois 
modèles (2, 3 et 4) étaient très significatifs, du fait de la très faible valeur de la probabilité p-value 
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(<0,0001) et du test F de Fisher (modèle F = 29,21 ; 38,78 et 39,05 pour SARM, BS et UR 
respectivement). Les trois modèles étaient également statistiquement non significatifs par rapport 
aux valeurs de F de manque d’ajustement (69,5 ; 36,50 et 12,375 pour SARM ; BS et UR 
respectivement) ce qui suggère que les valeurs expérimentales obtenues étaient donc bien ajustées 
par rapport aux modèles proposés. 
 Les valeurs des coefficients de régression t et p des variables CSL (A), saccharose (B) et 
KH2PO4 (C) pour l’activité antimicrobienne contre le SARM, BS et UR sont données dans le 
Tableau 16 aux niveaux de signification de 95 et 99%. Une valeur t élevée et une valeur p faible 
indiquent que le coefficient correspondant est hautement significatif (Tanyildizi et al., 2005). Les 
résultats du Tableau 16 montrent par ailleurs que les coefficients linéaires du CSL (A), KH2PO4 (C), 
ainsi que leurs coefficients quadratiques correspondants (A2) et (C2) mais aussi l’interaction entre 
le CSL et le saccharose (AB), ont été les facteurs les plus significatifs affectant ainsi la production 
d’activité contre les trois microorganismes testés, suivi du saccharose (B2) et (B). 
Les valeurs impliquant les concentrations du CSL(A) et du KH2PO4(C) avaient une forte 
influence sur la production d’activité antimicrobienne et ce contre les trois germes testés (Tableau 
16). Cependant, l’effet individuel du au saccharose (B) était seulement significatif à l’égard de la 
production de l’activité antibactérienne contre le SARM et le BS (valeur p <0,05) et sans aucune 
influence sur l’activité antifongique contre le champignon UR. Toutefois, l’effet quadratique du 
saccharose (B2) présentait une influence sur l’activité contre BS et UR, mais pas contre le SARM. 
L’interaction mutuelle entre le CSL et le saccharose (AB) est considérée comme très 
importante et pour les trois modèles proposés Y (SARM), Y (BS) et Y (UR) (valeur p <0,0001) 
contrairement aux interactions (BC) et (AC). L’effet interactif du CSL et du KH2PO4 (AC) pour UR 
était significatif (p <0,001), alors que les autres interactions étaient non significatives. En outre, les 
termes interactifs du saccharose avec KH2PO4 (BC) n’étaient pas significatifs à 1% ni à 5% pour le 
SARM, BS et UR. Le facteur linéaire de KH2PO4 (C) avec des coefficients positifs (6,875 ; 6,375 
et 5,563 pour SARM, BS et UR respectivement) indiquent des effets hautement significatifs en 
faveur de l’augmentation de l’activité antimicrobienne contre les trois germes testés. Le facteur CSL 
(A) n’a qu’un seul coefficient positif (3.000) contre UR, ce qui indique un effet positif sur l’activité 
antifongique. Les autres facteurs restants reflétaient des effets entrainant la diminution de l’activité 
antimicrobienne. 
 Le coefficient de détermination (R2) doit être toujours compris entre 0 et 1. Sa détermination 
permet de juger la qualité d’une régression linéaire simple de même qu’il rend compte de 
l’adéquation entre le modèle proposé et les données observées ou encore à quel point l’équation de 
régression est adaptée pour décrire la distribution des points. Les valeurs obtenues (R2) étaient de 
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0,9163 ; 0,9357 et 0,9361 pour SARM, BS et UR respectivement (Tableau 16). Les résultats des 
activités antimicrobiennes obtenues contre SARM, BS et UR révèlent que 88,50% ; 91,15% et 
91,21% respectivement des résultats observés pouvaient être attribués aux variables indépendantes 
influentes (CSL, saccharose et KH2PO4), et seulement 8,37% ; 6,43% et 6,39% respectivement, des 
variations totales de l’activité ne pouvaient être expliquées par les modèles correspondants (Tableau 
16). 
3.1.3. Représentations bi-dimensionnelles des courbes de niveaux 
Les effets des trois variables indépendantes sur la production antimicrobienne ont été 
représentés sous forme de courbes de niveaux 2D dessinées et montrées par la Figure 35. Ces 
représentations graphiques ont été tracées en utilisant les valeurs des distances d’inhibition prévues 
à partir des modèles significatifs (2), (3) et (4). Chaque graphique 2D présente les effets interactifs 
de deux variables tandis que le troisième paramètre était fixé à sa valeur du point central (0). Les 
résultats fournissent une interprétation visuelle de l’emplacement des conditions expérimentales 
optimales. 
La signification des interactions entre deux variables comparées est indiquée par un tracé de 
contour d’aspect elliptique (Muralidhar et al., 2001), alors que la réponse maximale prévue est 
indiquée dans la plus petite ellipse du diagramme de contour (Feng et al., 2011 ; Wang et al., 2011). 
 Les Figures 35 a, b et c montrent les effets du CSL et du KH2PO4 sur l’activité antibiotique, 
alors que le saccharose était à son niveau moyen (10 g/L). Le graphique montre que le CSL n’a eu 
aucune interaction significative avec le KH2PO4 sur la production de l’activité antibactérienne 
contre le SARM et BS. Cela se reflète par la nature relativement circulaire des courbes de niveau 
(Fig. 35 a, b).
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Tableau 15. Analyse de la variance (ANOVA) des modèles expérimentaux pour la production de l’activité antimicrobienne contre les trois germes testés. 
Source  Somme des carrés Somme des carrés ajustée Moyenne des carrés 
ajustée 
Valeur-F Valeur-p Signification 
 dl SARM BS UR SARM BS UR SARM BS UR SARM BS UR SARM BS UR Significatif 
Modèle 9 2404,38 1964,66 1552,48   2404,38 1964,66 1552,48 267,15 218,29 172,50 29,21 38,78 39,05 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
Lineaire 3 893,50 744,50 644,1 893,50   744,50   644,12 297,83 248,17 214,71 32,56 44,09 48,60 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
Quadratique 3 1265,38 1101,16 720,22 1265,38   1101,16 720,23 421,79 367,05 240,07 46,12 65,21 54,34 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
Intéractions 3 245,50 119,00 188,13 245,50 119,00 188,13 81,83 39,66      62,71 8,95  7,05 14,19 0,000 0,001 0,000 
Erreur 24 219,50 135,10 106,03 219,50 135,10 106,03   9,146 5,63 4,42 132,68 29,94 3,77 0,000 0,000 0,026 
Manque 
d’ajustement 
3 208,50 109,50 37,13 208,50 109,50 37,13  69,500 36,50  12,37 13,26 29,94 3,77 0,0127 0,004 0,026  
Erreur pure 21 11,00 25,60 68,90 11,00   25,60 68,90 0,524 1,21 3,28   
Total 33 2623,88 2099,76 1658,5       
SARM = Staphylococcus aureus résistant à la Méticilline 639c, BS = Bacillus subtilis ATCC 6633, UR = Umbelopsis ramanniana NRLL 1829, dl : degrés de liberté 
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Tableau 16. Estimation des coefficients de régression et leurs niveaux de signification vis-à-vis de la production antimicrobienne contre les trois germes 
testes SARM, BS et UR d’après les résultats du plan Box-Behnken. 
Terme Coefficients  Coefficient de l’erreur 
standard 
 Valeur-t  Valeur-p 
 SARM BS UR  SARM BS UR  SARM BS UR  SARM BS UR 
Constante 25,000 21,800 19,600  0,956 0,750 0,665  26,14 29,06 29,49  0,000** 0,000** 0,000** 
A-CSL (L) -2,250 -1,375 3,000  0,756 0,593 0,625  -2,98 -2,32 5,71  0,0007** 0,029* 0,000** 
B-Saccharose (L) -1,875 -2,000 -0,562  0,756 0,593 0,625  -2,48 -3,75 -1,07  0,021* 0,033* 0,295 
C-KH2PO4 (L) 6,875 6,375 5,563  0,756 0,593 0,625  9,09 10,75 10,59  0,000** 0,000** 0,000** 
AB (I) -5,25 -3,750 -3,750  1,07 0,839 0,743  -4,91 -4,47 -5,05  0,000** 0,000** 0,000** 
AC (I) -0,25 -0,500 -2,750  1,07 0,839 0,743  -0,23 -0,60 -3,70  0,817 0,557 0,001** 
BC (I) -1,75 -0,750 -1,375  1,07 0,839 0,743  -1,64 -0,89 -1,85  0,115 0,380 0,077 
A2 (Q) -10,87 -10,650 -8,237  1,04 0,818 0,724  -10,44 -13,03 -11,37  0,000** 0,000** 0,000** 
B2 (Q) -1,87 -1,900 -3,112  1,04 0,818 0,724  -1,80 -2,32 -4,30  0,085 0,029* 0,000** 
C2 (Q) -4,38 -2,650 -1,613  1,04 0,818 0,724  -4,20 -3,24 -2,23  0,000** 0,003** 0,036* 
SARM : S = 2,37259 R-sq = 0, 9163 R-sq(adj) = 0,8850 ; BS : S =2,37259 R-sq = 0,9357 R-sq(adj) = 0,9115 ; UR : S = 2,10183 R-sq = 0,9361 R-sq(adj) = 0,9121, 
(L) : Linéaire ; (I) : Interaction ; (Q) : Quadratique, * Niveau de signification à 5%, **Niveau de signification à 1%




Lorsque la concentration de CSL était d’environ 50 g/L, l’augmentation de la concentration 
de KH2PO4 de 0,2 à 0,5 g/L a favorisé l’activité antibactérienne, qui est passée de 10 à 15 mm contre 
B. subtilis et de 10 à 20 mm contre SARM. L’augmentation de la concentration de KH2PO4 de 0,2 
à 0,9 g/L, augmente de manière significative l’activité antibactérienne de 10 à 25 mm avec une 
concentration de CSL de 38 g/L. Cependant, s’agissant de l’activité antifongique contre U. 
ramanniana (Fig. 35c), il existe une interaction significative entre KH2PO4 et CSL. En effet, au-
dessus de la concentration moyenne de KH2PO4, l’activité antifongique augmente avec 
l’augmentation de la concentration de CSL de 31 à 52 g/L, alors que toute nouvelle diminution de 
ses valeurs induirait une diminution de cette activité. Les résultats obtenus sur les Figures 35 a, b et 
c démontrent que la concentration optimale de KH2PO4 serait d’environ 0,9 g/L et celle du CSL 
d’environ 50 g/L. 
Les Figures 35 d, e et f présentent les effets du saccharose et du CSL sur l’activité 
antimicrobienne, tandis que la concentration de KH2PO4 est fixée au niveau central (0,5 g/L). Les 
courbes des niveaux de concentration dans chaque cas étaient de nature elliptique, indiquant qu’il y 
avait une interaction mutuelle entre le saccharose et le CSL. Cela signifie aussi que la production 
d’antibiotiques dépendait des concentrations de CSL et de saccharose. A la concentration moyenne 
de saccharose, on peut voir que l’augmentation de la concentration de CSL de 32 à 50 g/L 
augmentait l’activité antibiotique de 0 à 16 mm, de 0 à 20 mm et de 0 à 24 mm contre UR, BS et 
SARM respectivement. En d’autres termes, la zone vert foncé (Figure 35 d, e et f) traduit une 
inhibition microbienne maximale survenant à une concentration optimale de CSL et sous un niveau 
moyen de saccharose. Cependant, toute augmentation supplémentaire de ces concentrations 
diminuerait ces activités. Ces observations suggèrent une concentration optimale de CSL qui serait 
de 52 g/L. 
Les Figures 35 g, h et i illustrent les effets du KH2PO4 et du saccharose sur l’activité antibiotique, 
tandis que la concentration de CSL était maintenue au niveau moyen (50 g/L). Les formes des tracés 
de contour étaient de nature circulaire, ce qui indiquait une interaction mutuelle non significative 
entre KH2PO4 et le saccharose, en présence des trois microorganismes testés. Il a été remarqué qu’un 
niveau élevé de KH2PO4 (0,9 g/L) interagissait favorablement avec un faible niveau de saccharose 
(moins de 10 g/L) et augmentait l’activité antibiotique comme exprimée par la zone vert foncé. Ces 
tracés montrent également que tout changement de concentration de saccharose au-delà du niveau 
moyen ne produit aucun effet considérable sur les activités antibiotiques. Dans ce cas, les activités 




antimicrobiennes étaient supérieures à 28, 25 et 22 mm contre SARM, BS et UR respectivement. 
Des augmentations de la concentration de saccharose au-dessus du niveau optimal inverseraient la 
tendance. L’analyse des Figures 35 g, h et i révèle enfin que la concentration optimale de saccharose 













Figure 35. Représentations graphiques en 
2D définissant l’effet du CSL, du saccharose 
et du KH2PO4 sur la production de l’activité 
antimicrobienne par Sx. tamanrassetensis 
contre les germes SARM, BS et UR. 
a, b, c  : interaction entre CSL et KH2PO4 pour une 
valeur fixe de saccharose de 10 g/ ; d, e, f  : interaction 
entre CSL et saccharose pour une valeur fixe de 
KH2PO4 de 0,5 g/L ; g, h, i  : interaction entre 
saccharose et KH2PO4 pour une valeur fixe du CSL de 
50 g/L. 
 




3.1.4. Validation des modèles expérimentaux 
Les expériences de culture réalisées dans des fioles Erlenmeyer et les résultats des tests 
d’antibiographie répétées tous trois fois sont réunis dans le Tableau 17. Les valeurs optimisées des 
facteurs nutritifs importants et prédites à partir du procédé RSM illustrées par la Figure 36 ont été 
validées expérimentalement. Les valeurs d’activités antimicrobiennes maximales obtenues 
expérimentalement sont de 33 ± 1,00 mm contre SARM, de 28 ± 2,00 mm contre BS et de 30 ± 2,00 
mm contre UR. Celles-ci étaient en accord étroit avec les valeurs prévues par les trois modèles Y 
(SARM), Y (BS) et Y (UR) de 29 mm ; 26 mm et 24 m respectivement. Par conséquent, les modèles 
développés sont considérés comme efficaces et en accord pour l’amélioration de l’activité 
antimicrobienne de Sx. tamanrassetensis SA198. 
La composition du milieu de culture final optimisé pour une activité antimicrobienne 
maximale de Sx. tamanrassetensis SA 198 a été établie comme suit : 52 g de corn steep liquor 
(CSL); 7 g de saccharose ; 0,9 g de KH2PO4 ; 2 g de NaCl ; 1 g de CaCl2 ; 1 g de K2HPO4 ; 0,2 g de 
MgSO47H2O ; 0,01 g de FeSO47H2O ; 1 L d’eau distillée ; pH 7,2. 
Tableau 17. Validation des concentrations optimales des variables en condition non optimisé et 
optimisées sur l’activité antimicrobienne de la souche Sx. tamanrassetensis SA198. 
 
Variable  
Concentration (g/L)  
Germe 
Activité antimicrobienne 


















SARM 25 ± 1,00 
 
29 ± 1 33 ± 1,00 
BS 22 ± 1,00 26 ± 1.00 28 ± 2,00 
UR 22 ± 1,80 24 ± 1 30 ± 2,00 
a Valeurs moyennes de trois répétitions avec l’erreur type de la moyenne ; SARM : Staphylococcus aureus 639c résistant 
à la méticilline ; UR : Umbelopsis ramanniana NRRL 1829  ; BS  : Bacillus subtilis ATCC 6633. 
  







L’utilisation des méthodes statistiques, tels que les plans d’expériences ou DOE pour 
« Design of experiments » dans un processus d’optimisation de milieu de culture peut amener à 
corriger les limites imposées par la méthode classique dite « un facteur à la fois » et être un outil 
performant pour l’optimisation de la production de métabolites (Singh, 2017). Lors d’une recherche 
de production de métabolites le type de nutriments et leurs concentrations dans le milieu jouent un 
rôle important dans le début de la production de métabolites primaires et par la suite secondaires, et 
limiter l’apport d’un nutriment essentiel peut limiter la croissance des cellules microbiennes ou la 
formation de produits (Elibol, 2004; Chen et al., 2012; El-Naggar et al., 2015; Singh, 2017). Par 
ailleurs, au sein du LBSM et du LGC, l’essentiel des recherches est axé sur la production de 
métabolites secondaires, et la méthode d’optimisation classique était celle qui était couramment 
entreprise. Compte tenu de ces éléments, la méthodologie statistique présentait une direction 
nouvelle pouvant nous amener à revoir dans l’idéal nos protocoles de recherches. 
Figure 36. Concentrations optimales recommandées des composées CSL, KH2PO4 
et saccharose dans le milieu semi-synthétique optimisé pour atteindre une activité 
antimicrobienne maximale produite par Sx. tamanrassetensis SA198. 
SARM : Staphylococcus aureus 639c résistant à la méticilline ; UR : Umbelopsis ramanniana NRRL 
1829 ; Sucrose : Saccharose. 




Chez les actinobactéries, la détermination des facteurs influençant la synthèse des molécules 
bioactives est une étape déterminante pour aboutir à de meilleurs rendements de production 
(Rafieenia, 2013; Singh et al., 2017). L’optimisation de ces facteurs hautement influents peut être 
effectuée au moyen de la méthodologie de surface de réponse avec des outils statistiques (Wang et 
al., 2011; Kanmani et al., 2013). Durant les étapes d’optimisation entreprises dans notre étude, les 
sources nutritives capitales saccharose, KH2PO4 et CSL ont joué un rôle crucial dans la production 
de l’activité antimicrobienne. 
Les résultats du plan Box-Behnken, combinés à ceux obtenus de l’ANOVA, suggèrent 
l’existence d’une relation directe entre les concentrations des trois variables étudiées saccharose, 
KH2PO4 et CSL dans le milieu de culture et l’augmentation ou la diminution de l’activité 
antimicrobienne. De plus, l’activité antibactérienne et/ou l’activité antifongique dépendaient de ces 
concentrations. Nos résultats ont montré que l’augmentation de la concentration de KH2PO4 a 
favorisé l’activité antimicrobienne, alors que l’augmentation de la concentration de CSL n’a pu 
améliorer que l’activité contre le champignon Umbelopsis ramanniana. Signalons que, les 
coefficients négatifs ayant été attribués à certains facteurs et autres interactions indiquaient la 
présence d’une valeur d’activité maximale ne pouvant évoluer dans ces cas-là. 
Le coefficient de détermination (R2) compris entre 0 et 1 a permis d’évaluer l’adéquation 
des modèles prédits par le logiciel statistique de traitement des données observées. Les valeurs de 
R2 proches de 1 reflétaient un très bon ajustement entre la réponse observée et la réponse prédite ce 
qui valide les résultats de la production d’activités antimicrobiennes obtenues expérimentalement 
ainsi que ceux prévus pour chaque modèle. Autrement dit, les résultats obtenus indiquaient que les 
équations de réponse Y (SARM) ; Y (BS) et Y (UR) ont fourni des modèles appropriés pour l’optimisation 
des processus de l’activité antimicrobienne de Sx. tamanrassetensis SA198. 
D’autres études utilisant l’optimisation statistique ont rapporté l’implication et l’impact des 
composés saccharose, KH2PO4 et CSL dans des processus de biosynthèse. C’est le cas du KH2PO4 
qui à 1 g/L a produit un effet doublement positif sur la croissance mycélienne et la biosynthèse 
d’exopolysaccharides par Cordyceps jiangxiensis JXPJ 0109 (Xiao et al., 2004). La présence de 
KH2PO4 à 0,2 g/L a été un facteur déterminant pour la synthèse de citrinine une mycotoxine produite 
par Monascus ruber (Al-Sarrani al., 2006), où encore à 1,05 g/L pour la production d’acide lactique 
par Rhizopus oryzae (Yao et al., 2009). Dans une étude plus récente pour la production d’une 
nouvelle protéine aux propriétés antifongiques et antitumorales par Aspergillus giganteus MTCC 




8408, l’apport d’un excès en phosphate par le KH2PO4 (0,1 g/L) et en présence de CSL (20 g/L) 
dans le milieu stimulaient le taux de croissance du champignon et la production de la molécule 
protéique active (Dutta et Das., 2017). L’implication positive du saccharose a été aussi mise en 
avant dans divers travaux de recherche, en tant que source de carbone bon marché. Ce sucre est 
préféré au très onéreux glucose. C’est ainsi que Kiruthika et al. (2011) a mis en évidence que 2 g/L 
de saccharose suffisait à améliorer la quantité de biomasse de Exiguobacterium sp. HM 119395 une 
bactérie marine. La production de l’antibiotique pikromycine par Streptomyces venezuelae s’est 
trouvée liée à la présence dans le milieu du saccharose à une concentration optimale de 139 g/L (Yi 
et al., 2015). L’activité antifongique de Xenorhabdus stockiae a été augmentée de 27,22 % par 
rapport au milieu originel de production par l’ajout de saccharose avec une concentration optimisée 
de 3,24 g/L (Sa-uth et al., 2018). Enfin, plus récemment, Zhang et al. (2020) a déduis que 64,8 g/L 
de saccharose était la quantité optimale pour accroitre le métabolisme biosynthétique ainsi que la 
croissance de Bacillus amyloliquefaciens-9. L’efficacité du CSL en tant que sous-produit largement 
utilisé dans les bioprocédés détient encore des secrets sur la raison pour laquelle il a un tel impact 
positif sur les performances de ces processus (Hofer et al., 2018). Nombre de travaux le confirment 
d’ailleurs, comme celui de Yu et al. (2008) où la production d’acide lactique par Lactobacillus 
rhamnosus est influencée par la présence du CSL dans le milieu comme seul source d’azote à une 
concentration optimale de 42,54 g/L. Les auteurs de ce travail ont conclu notamment à une 
amélioration de la production de 30,4% par rapport au milieu non optimisé et de plus à un rendement 
et une productivité volumétrique d’acide lactique de 96 % et 4,58 g/L par heure, respectivement. Le 
travail d’optimisation de la synthèse de la protéine antifongique menée par Dutta et Das. (2017) et 
cité plus haut a révélé outre le KH2PO4, le CSL en tant que paramètre significatif à une concentration 
optimale de 20 g/L et une amélioration de production de 59,4% par rapport aux conditions non 
optimisées. Cette même étude insiste sur l’opportunité qu’offre la méthodologie d’optimisation 
statistique à promouvoir une conception économique au niveau industriel pour la production de 
molécules d’intérêt médical. Deux autres études plus récentes portant sur l’amélioration de la 
production de l’acétoïne par Bacillus subtilis CICC 10025 ont abouti à remplacer dans le milieu de 
production originel, les sources d’azote organiques onéreuses (extrait de levure et extrait de bœuf) 
par uniquement le CSL à 15 g/L ce qui a donné des résultats satisfaisants puis ils ont porté le procédé 
à l’échelle du bioréacteur et ont multiplié par six la concentration d’acétoïne élaborée (63,43 g/L) 
(Taiwo et al., 2018a; 2020). 




Le milieu MB-CSL-saccharose optimisé a entraîné une augmentation de l’activité 
antimicrobienne de 32% contre le SARM, 27% contre B. subtilis et 36% contre U. ramanniana, par 
rapport au milieu non optimisé. Ces résultats encouragent fortement l’utilisation de la RSM pour 
l’optimisation des paramètres de culture. Le milieu de culture optimal obtenu est utilisé dans la 
dernière partie de l’étude pour la production en fermenteur et l’étude des molécules bioactives 
produite par la souche SA198. 
IV. PURIFICATION DES ANTIBIOTIQUES 
1. Extraction des substances antimicrobiennes 
Pour l’extraction des substances antimicrobiennes, une culture de Sx. tamanrassetensis est 
effectuée dans un réacteur en batch pendant 8 jours sur le milieu de culture optimisé composé de : 
saccharose 7 g ; corn steep liquor 52 g ; KH2PO4 0,9 g ; MgSO4 7H2O 0,2 g ; K2HPO4 1 g ; NaCl 2 
g ; CaCl2 1 g ; FeSO4 7H2O 0,01 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml ; pH ≈ 7,2. A la fin de la fermentation, 
l’extraction des composés actifs a été réalisée à partir du filtrat de culture (avec différents solvants 
organiques) et à partir de la biomasse (avec le méthanol). Les différents extraits obtenus ont été 
concentrés et testés par antibiographie par la méthode des puits contre S. aureus SARM 639c et U. 
ramanniana NRRL 1829. 
1.1. Extraction à partir du filtrat de culture 
Les résultats des tests d’antibiographie effectués sur les extraits organiques et aqueux sont 
illustrés dans le Tableau 18. Pour les extraits organiques, seul l’extrait au dichlorométhane a montré 
une activité. Aucune activité n’est décelée avec les extraits des trois autres solvants. 
Les phases aqueuses présentent toutes des inhibitions. L’activité la plus importante est 
observée dans la phase aqueuse obtenue après extraction au dichlorométhane. Les résultats obtenus 
pour les phases, organique et aqueuse, après extraction au dichlorométhane sont illustrés par la 
Figure 37. 
  




Tableau 18. Activités antimicrobiennes des extraits des phases aqueuses et organiques. 
 
Les valeurs correspondent aux diamètres des zones d’inhibition en mm et comprennent le diamètre du puits (7 mm). 
 
1.2. Extraction à partir du mycélium 
Les extraits méthanoliques issus de la biomasse mycélienne n’ont montré aucune activité 
contre les microorganismes tests (SARM et UR). De ce fait, le mycélium est écarté. 
 
1.3. Discussion 
Contrairement aux résultats présentés par Boubetra (2013), l’extrait aqueux est dans notre 
cas plus actif que l’extrait organique (au dichlorométhane). Cette constatation nous a incité à vérifier 
notre résultat. Pour cela, le test d’antagonisme des phases organiques et aqueuses obtenues de 
différentes cultures est refait plusieurs fois. Les résultats ont tous montré que l’extrait organique est 
moins actif que l’extrait aqueux, et parfois même faiblement actif. De ce fait, nous avons entrepris 
un ensemble de tests de vérification. 
 n-hexane Dichlorométhane Acétate d’éthyle n-butanol 
 SARM UR SARM UR SARM UR SARM UR 
Phase 
organique 
0 0 17 15 0 0 0 0 
Phase 
aqueuse 
18 14 24 20 20 10 14 12 
 
Figure 37. Activités contre U. ramanniana NRRL 1829 (à gauche) et S. aureus SARM 
639c (à droite) des extraits de la phase organique (org) et aqueuse (aq) issus du filtrat de 
culture de la souche SA198 testés par antibiographie. 




2. Tests de vérification 
2.1. Vérification de la production dans le milieu ISP2 
Dans le travail de référence réalisé par Boubetra (2013) et Boubetra et al. (2013a), la 
production des antibiotiques a été étudiée dans le milieu complexe ISP2. Sachant qu’un changement 
simple dans la composition du milieu de culture peut influer sur la production des antibiotiques, 
nous avons voulu vérifier si l’extraction au dichlorométhane à partir du milieu ISP2 permettait de 
retrouver l’activité dans la phase organique comme dans le travail de référence. Pour cela, il a été 
procédé à la comparaison d’un inoculum de la souche SA198 de notre travail noté «SA198-S1» à 
un spécimen de la même souche de référence utilisé par Boubetra noté «SA198-S2» récupéré au 
niveau de la banque de souche du LBSM et sous forme d’un tube incliné conservé. 
La souche SA198-S1 et la souche de référence SA198-S2 sont mises en culture séparément 
sur un milieu ISP2 et sur un milieu MB-CSL-saccharose. Les quatre (04) cultures sont conduites 
parallèlement et dans les mêmes conditions de préparation et de fermentation. Au bout de huit (08) 
jours de culture, une extraction au dichlorométhane a été réalisée sur le filtrat de chacune des quatre 
cultures. Les phases organiques et aqueuses récupérées séparément, sont concentrées et testées 
contre la bactérie SARM et le champignon UR.  
Les conclusions des tests d’antibiographie réalisés par la méthode de diffusion des puits 
d’agar, sur les filtrats de culture en présence de la souche utilisée dans notre travail SA198-S1 sont 
identiques à ceux obtenus avec la souche de référence SA198-S2. Encore plus, après extraction au 
dichlorométhane, les tests effectués sur les extraits organiques et aqueux ont montré aussi des 
observations similaires et ce, pour les deux souches que ce soit sur ISP2 ou sur MB-CSL-saccharose. 
Ces résultats se traduisaient par, la prédominance de l’activité antimicrobienne dans la partie 
aqueuse au détriment de la phase organique qui était très peu active.  
Il est à signaler que lors des travaux antérieurs sur la production des antibiotiques par la 
souche SA198, une grande variabilité dans la production de l’activité antimicrobienne avait été 
observée. Ces problèmes de reproductibilité des résultats étaient récurrents et pouvaient se 
manifester à différents niveaux. Ainsi, que ce soit dans notre étude (rapportée plus haut dans la 
partie Cinétique de production dans le milieu ISP2) ou celle de Laassami (2015), des différences 
entre les trois essais (répétitions) et ce pour la même source nutritionnelle (le même milieu de 
culture) et dans des conditions de culture identiques ont été observées. Les différences entre les 




répétitions se traduisaient par des couleurs différentes du filtrat de culture (brune, rouge et beige). 
Dans la fiole d’Erlenmeyer où apparait la couleur brune, la production d’antibiotiques à lieu 
normalement. Par contre, dans les fioles où la couleur est rouge ou beige, aucune production n’est 
détectée. De ce fait, la production de l’activité antimicrobienne était décelable visuellement par la 
couleur brune du filtrat de culture. Ces résultats hétérogènes ont été rapportés par Laassami (2015) 
et par Boubetra (communication personnelle). 
Lors de nos travaux les soucis de reproductibilité ont retardé voire suspendu le déroulement 
de nos expériences. En effet, la souche SA198, ne montrait pas une production stable de l’activité 
antimicrobienne, et ce malgré les essaies répétés et entrepris dans des conditions strictement 
identiques aux travaux de référence. Pour rappel, la purification des antibiotiques dans le travail de 
référence s’effectuait sur les extraits issus des phases organiques (extraction sur le filtrat de culture 
au dichlorométhane). Or, dans notre cas, il a été noté une diminution des activités antimicrobiennes 
mesurées sur ces extraits issus des phases organiques. 
2.2. Vérification de l’identité de la souche SA198 
Afin de s’assurer qu’on est vraiment en présence de Saccharothrix tamanrassetensis, un test 
de vérification de l’identité de la souche «SA198-S1 » (avec laquelle nous travaillons) est effectué 
par le séquençage de l’ARNr 16S.  
Les résultats de l’alignement des séquences du gène codant pour l’ARNr 16S par le blast 
matche parfaitement avec les séquences de la souche de référence Saccharothrix tamanrassetensis 
DSM 45947. 
L’essai physiologique appuyé par l’analyse moléculaire, ont permis de confirmer que c’est 
bien Sx. tamanrassetensis DSM 45947 dont le métabolisme a changé. 
3. Purification des antibiotiques par HPLC 
3.1. Purification de l’extrait organique 
L’extrait sec organique jaune solubilisé dans du méthanol est injecté en HPLC dans une 
colonne en phase inverse. Le programme utilisé dans ce travail suit un gradient continu de 30 à 
100% de méthanol-eau pendant 40 min. À 220 nm, tous les produits sont détectés, qu’ils soient 
colorés ou non. Alors qu’à 260 nm, seuls les produits colorés en jaune sont détectés. 
Le profil du chromatogramme obtenu suite à cette injection en HPLC analytique a montré la 
présence de 16 pics principaux numérotés de 1 à 16 (Figure 38). Chaque pic numéroté a été collecté 




séparément, concentré à sec, re-dissout chacun dans 250 μL de méthanol, puis testé par 
antibiographie contre SARM et UR (100 μL par puit). 
 
 
Figure 38. Profil HPLC de l’injection de l’extrait organique brut issu du filtrat de culture. 
Conditions d’élution : colonne C18, système de solvant à gradient linéaire continu, gradient méthanol-eau 30-100% ; 
débit, 1,5 mL/min ; détection, 220 et 260 nm.  
 
Le Tableau 19 regroupe les résultats de l’activité antimicrobienne, de la couleur et du temps 
de rétention de chaque pic du profil de la Figure 38. L’activité antimicrobienne de l’extrait organique 
(au dichlorométhane) a été détectée dans les fractions éluées entre 20 et 34,40 mn. Une activité 
faible à modérée (≤ 12 mm) a été détectée dans les fractions correspondant aux pics 12 (TR5  24,92 
mn) et 14 (TR 27,52 mn). Une faible activité antibactérienne et antifongique (≤ 10 mm) a été 
détectée dans les pics 9, 10, 13, 15 et 16, alors qu’aucune activité n’a été observée contre SARM et 
UR au niveau des pics 1 à 8.  Etant donné les faibles activités enregistrées avec les pics issus de 
l’extrait organique nous avons jugé abandonner la purification de l’extrait organique, et continuer 
le travail sur la phase aqueuse. 
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Tableau 19. Activités antimicrobiennes, temps de rétention et couleurs des principaux pics obtenus 






(Diamètre d’inhibition en mm) 
SARM UR 
1 6,60 Non coloré - - 
2 8,55 Non coloré - - 
3 10,02 Non coloré - - 
4 11,22 Non coloré - - 
5 14,75 Non coloré - - 
6 16,53 Non coloré - - 
7 18,14 Non coloré - - 
8 19,51 Non coloré - - 
9 20,90 Non coloré 9 8,5 
10 22,40 Non coloré 10 9 
11 23,19 Non coloré 8,5 9 
12 24,92 Non coloré 11 11 
13 25,75 Non coloré 9 9 
14 27,52 Jaune clair 12 11,5 
15 31,50 Jaune clair 9 10 
16 34,40 Jaune clair 8,5 9 
(-) = pas d’activité. Les valeurs des diamètres d’inhibition comprennent le diamètre du puits (7 mm). 
3.2. Purification de l’extrait aqueux 
L’extrait aqueux de couleur brune a été dissout dans de l’eau ultrapure et analysé par HPLC 
à travers une colonne amphiphile selon un programme indiqué dans le Tableau 11 (p. 65). Le profil 
d’élution obtenu suite à cette injection a mis en évidence la présence de neuf pics principaux 
numérotés de A1 à A9 (A pour aqueux) (Figure 39). 
L’élution des pics a été faite à 220 nm et à 254 nm. Les neuf pics ont été collectés chacun 
séparément, concentrés à sec, re-dissouts dans 250 μL d’eau ultra pure, puis testés par antibiographie 
contre SARM et UR (100 μL par puit). Les résultats de l’activité antimicrobienne, de la couleur et 
du temps de rétention de chacune des fractions, sont réunis dans le Tableau 20. 




Sept pics, A1, A2, A3, A5, A6, A7 et A8 ont présenté une activité. Celle-ci est à la fois 
contre SARM et UR, à l’exception du pic A3 qui n’est actif que contre SARM. L’activité 
antifongique contre UR était très forte à forte, avec les fractions A1 (42 mm), A2 (40 mm) et A5 
(28 mm). Une forte activité antibactérienne est notée pour la fraction A5 (30 mm) et les fractions 
A7 et A8 (22 mm chacune). En revanche, aucune activité n’est observée pour les fractions A4 (TR 
13,67) et A9 (TR 27,57). 
  
Figure 39. Profil HPLC de l’injection de l’extrait aqueux brut issu du filtrat de culture. 
Conditions d’élution : colonne amphiphile, système de solvant à gradient discontinu ; débit, 1,5 mL/min ; 














Tableau 20. Activités antimicrobiennes, temps de rétention et couleurs des principaux pics obtenus 






(Diamètre d’inhibition en mm) 
SARM UR 
A1 9,89 Marron clair 12 42 
A2 10,59 Marron clair 11 40 
A3 12,63 Jaune clair 14 - 
A4 13,67 Jaune - - 
A5 16,96 Jaune clair 30 28 
A6 17,31 Non coloré 14 22 
A7 18,55 Non coloré 22 14 
A8 23,13 Non coloré 22 14 
A9 27,57 Non coloré - - 
(-) = pas d’activité. Les valeurs des diamètres d’inhibition comprennent le diamètre du puits (7 mm). 
La première injection en HPLC de l’extrait aqueux a révélé une très bonne activité 
antibactérienne et antifongique. Cette première injection a été répétée jusqu’à épuisement de 
l’extrait aqueux afin de récolter chaque pic actif séparément en quantité suffisante pour les études 
de caractérisation. 
La purification finale s’est poursuivie pour les pics A1 et A5 les plus actifs. Le pic A1 pour 
sa forte activité antifongique (42 mm), et le pic A5 pour sa forte activité contre SARM (30 mm). De 
ce fait, des réinjections successives (Figures 40, 41 et 42) de chacun des deux pics sont réalisées 
jusqu’à purification finale. 
Figure 40. Profil d’élution de la deuxième injection du pic A1. 





Figure 42. Tests antibiogramme des pics A1 et A5 purifiés après réinjections 
successives en HPLC contre U. ramanniana NRRL 1829 (à gauche) et S. aureus 
SARM 639c (à droite). 
Distances d’inhibition : A1 (UR = 34 mm, SARM = 30 mm) ; A5 (UR = 24 mm, SARM = 26 mm). 
Figure 41. Profil d’élution de la deuxième injection du pic actif A5. 
 





La souche Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 sécrète plusieurs antibiotiques ; ceux 
extraits par le dicholorométhane (non colorés ou de couleur jaune clair) et ceux de la phase aqueuse. 
Dans l’extrait organique brut, 8 pics sont faiblement actifs. La première injection en HPLC de 
l’extrait aqueux révèle la présence de 7 pics actifs (non colorés, de couleur jaune ou marron clair). 
La présence d’une forte activité dans l’extrait aqueux suggère un caractère hydrophile des 
antibiotiques produits par la souche SA198. Bien que l’extrait organique soit faiblement actif, 
l’extraction au dichlorométhane est apparue nécessaire, car elle a permis l’élimination des 
impuretés, facilitant ainsi la purification par HPLC de l’extrait aqueux. 
La purification a été poursuivie jusqu’à l’état pur pour les deux pics A1 et A5 et ce, en vue 
d’une caractérisation spectroscopique de ces antibiotiques. 
Les autres pics actifs (A2, A3, A6, A7 et A8) ont également retenu notre intérêt. Néanmoins, 
nous avons rencontré de grandes difficultés à pouvoir les purifier (agrégation des produits due à la 
présence de sels empêchant la séparation des composés). Il faudrait envisager d’autres méthodes de 
traitement de l’échantillon aqueux et de purification (semi-purifications antérieures à l’HPLC) pour 
ces composés. 
Nos résultats sont inédits par rapport aux précédents travaux consacrés à cette même souche, 
notamment ceux de Boubetra (2013) et Boubetra et al. (2013b) ayant conduit à caractériser trois 
nouveaux antibiotiques à partir de l’extrait organique d’une culture sur le milieu complexe ISP2. 
Dans ces travaux, la phase aqueuse avait été écartée du fait d’une faible activité. Dans le cas du 
travail de Laassami (2015) portant sur la même souche SA198, une production dans le milieu semi-
synthétique supplémenté en CSL et en saccharose (non optimisé) a montré que l’extrait organique 
comportait les mêmes pics obtenus que ceux du travail de Boubetra (2013), avec en plus, quinze 
nouveaux pics actifs. 
Ce travail a permis de mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de la souche Sx. 
tamanrassetensis et confirme son potentiel à produire des biomolécules à caractère hydrophobe et 
hydrophile. 




Ⅴ. CARACTERISATION PARTIELLE DES ANTIBIOTIQUES 
Les produits purs A1 et A5 sont caractérisés partiellement par spectrophotométrie UV-
visible, spectrométrie de masse et par la RMN du proton. 
1. Caractérisation par Spectrophotométrie UV-visible 
Les spectres UV-visible de pics A1 et A5 dissouts dans de l’eau ultrapure sont illustrés dans 
la Figure 43. 
Pour la molécule A1, deux maximas d’absorption sont notés à 260 et 330 nm, et pour A5 à 
275 et 330 nm, suggérant ainsi la présence d’un noyau aromatique ou de groupements conjugués 
(doubles liaisons). 
Les spectres UV-visible des antibiotiques A1 et A5 n’ont pas montré les pics d’absorption 
caractéristiques des polyènes, ce qui indique que ces molécules ne sont pas de nature polyénique 
(Martin, 1979; Dinya et Sztaricskai, 1986). 
Ce fait est important car les polyènes sont connus pour leur toxicité et leur instabilité, et sont 
généralement éliminés des programmes de recherche de nouveaux antifongiques. 
  
Figure 43. Spectres UV-visible d’absorption des composés A1 (a) et A5 (b) dissouts 
dans de l’eau ultrapure. 
 




2. Spectrométrie de masse 
L’analyse a été faite par Nano-ESI-MS (Nano-Electrospray Ionisation Masse Spectrometry), 
en modes positif et négatif sur les produits A1 et A5. Les spectres obtenus n’ont pas permis de 
déduire les masses définitives des produits, du fait que les signaux étaient trop faibles. Les deux 
produits semblent complexés à des sels qui obstruent la source et les capillaires et induisent 
l’agrégation du produit empêchant toute interprétation, et cela était le cas surtout pour le produit A1. 
Pour l’antibiotique A5, le spectre de masse (Figure 44) montre la présence de plusieurs ions séparés par 
une masse de 162 daltons et qui probablement représentent des hexoses (3 ou 4 hexoses).   
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3. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) 
La résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton a été réalisée pour les antibiotiques 
A1 et A5. Les spectres (Figure 45) suggèrent une ressemblance entre les deux molécules, avec 
cependant une structure plus complexe pour le composé A1. En effet, les données de la RMN 
(Figure 45 a et b) ont permis d’identifier des groupements communs entre eux. Il s’agit des 
déplacements chimiques enregistrés dans la région 3-4 ppm contenant un grand nombre de pics et 
qui traduisent une composition riche en sucres. Ainsi que des signaux compris entre 3 et 5 ppm 
indiquant la présence de fonctions alcools, alors que ceux entre 8 et 10 ppm sont caractéristiques de 
la présence de structure aromatique. 
 
Figure 45. Spectres de RMN du proton des antibiotiques A1 (a) et A5 (b) produits 
par la souche Saccharothrix tamanrassetensis, montrant la présence 
d’aromatiques, d’insaturations et de fonctions alcools. 




Pour la molécule A1, outre la détection de groupements alcools et d’aromatiques. Les pics 
enregistrés entre 6 et 7 ppm indiquent la présence d’insaturations. Le spectre (Figure 45a) a permis 
de parvenir à la structure d’un composé aromatique et identifié grâce à la base de données 
www.chemspider.com comme étant l’acide 4-hydroxyphénylacétique. 
L’acide 4-hydroxyphénylacétique possède un poids moléculaire de 152 Da et a pour formule 
chimique C8H8O3. Il s’agit d’un acide monocarboxylique qui représente l’acide acétique dans lequel 
l’un des hydrogènes du méthyle est substitué par un groupe 4-hydroxyphényle et dont la structure 
est illustrée dans la Figure 46. Ce composé est connu pour être sécrété par de nombreux 
microorganismes, plantes et animaux. 
 
4. Discussion 
Les résultats de la spectrophotométrie d’absorption dans l’UV couplés à ceux de la 
spectrométrie de masse et de la spectroscopie de résonnance magnétique montrent que les 
antibiotiques A1 et A5 ont une structure aromatique glycosylée. 
De nombreuses molécules antibiotiques ayant une structure aromatique glycosylée et 
appartenant à diverses structures chimiques sont répertoriées dans la littérature (ouvrages, bases de 
données, etc.). La caractérisation de nos molécules n’est que partielle. L’identification complète de 
leurs structures chimiques est souhaitable, par la réalisation de la RMN du carbone 13 et des 
corrélations 1H-1H et 1H-13C. 
Néanmoins, certaines molécules signalées dans la littérature possèdent l’acide 4-
hydroxyphénylacétique dans leurs structures ainsi que des sucres, comme l’antibiotique A1. C’est 
le cas notamment des saccharomycines A et B produites par Saccharothrix espanaensis où dans une 
même configuration de structure c’est l’acide caféique qui se retrouve relié à une chaine oligosidique 
(Strobel et al., 2012). Dans une autre étude, les structures des saccharomycines A et B produites par 
Figure 46. Structure de l’acide 4-hydroxyphénylacétique. 
 




une souche de Sx. espanaensis, avaient été élucidées par Kong et al. (1998) mettant en évidence une 
portion importante formée d’unités osidiques. 
Dans un autre travail, la souche Saccharothrix sp. SA 103 produit une molécule antifongique 
ZA02 de structure aromatique avec des sucres (Zitouni et al., 2005), comme pour le composé A5, 
et correspondant à un nucléoside. Les nucléosides sont généralement produits par les espèces du 
genre Streptomyces. Par ailleurs, les antibiotiques nucléosidiques produits par des espèces de 
Saccharothrix sont connus pour leur activité herbicide (Bush et al., 1993), alors que l’activité 
antifongique n’a été signalée jusqu’alors que dans l’étude de Zitouni et al. (2005). 
La présence de sels complexés à des antibiotiques hydrophiles, comme pour l’antibiotique 
A5, et qui empêchent une interprétation correcte des spectres de masse a été rapportée par Boudjella 
(communication personnelle) avec des antibiotiques hydrophiles complexes produits par une souche 
de Streptosporangium (actinobactérie) et identifiés partiellement à des aminoglycosides. 
Nos résultats sont très intéressants, dans la mesure où les deux antibiotiques A1 et A5 sont 
fortement antibactériens et antifongiques, et de nature chimique différente de celle des trois (03) 
caractérisés lors des travaux de Boubetra (2013). Ils démontrent une fois de plus la diversité des 
molécules produites par l’espèce Sx. tamanrassetensis. Il serait intéressant d’aboutir aux structures 
chimiques et de déterminer leurs activités biologiques.  
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
Le travail de recherche présenté dans cette thèse vise à poursuivre les travaux sur la 
production des antibiotiques par une nouvelle espèce d’actinobactérie Saccharothrix 
tamanrassetensis DSM 45947, isolée (Zitouni, 1995) d’un échantillon de sol de la région de 
Tamanrasset (désert algérien). La souche, désignée initialement Saccharothrix  sp. SA198 a été 
étudiée pour la première fois d’un point de vue taxonomique et de la production d’antibiotiques par 
Boubetra (2013) et Boubetra et al. (2013a, b). Ces travaux ont permis de mettre en évidence le 
pouvoir producteur d’antibiotiques de la souche. En effet, elle produit dans le milieu ISP2 sept (7) 
antibiotiques à activités antifongique, et/ou antibactérienne. Trois (3) d’entre eux ont été déterminés 
d’un point de vue structure comme de nouvelles molécules. Par la suite, la souche SA198 a été 
identifiée à une nouvelle espèce Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 (Boubetra et al., 
2015). 
Pour notre part, nous nous sommes intéressés à la souche en ayant comme objectif de 
poursuivre le travail sur les antibiotiques produits non encore caractérisés, et d’étudier la production 
dans un milieu de culture autre que l’ISP2. Le travail réalisé s’est divisé en 5 parties : (1) la recherche 
du pouvoir antagoniste de la souche par une méthode classique (méthode des stries croisées) et par 
la recherche de certains gènes de biosynthèse (méthode moléculaire) ; (2) les cinétiques de 
production dans un milieu de culture de base où différentes sources de carbone et d’azote sont 
testées; (3) l’optimisation statistique du milieu de culture de production  ; (4) l’extraction et la 
purification des antibiotiques ; et enfin, (5) la caractérisation partielle de deux antibiotiques. 
Les propriétés antagonistes de la souche Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 sont 
recherchées par la méthode des stries croisées sur une gamme élargie de microorganismes. Les 
résultats ont montré que la souche SA198 présente un large spectre d’antagonisme contre la plupart 
des microorganismes testés, avec notamment une bonne activité contre Staphylococcus aureus 639c 
résistant à la méticilline. Le potentiel antagoniste de la souche a été exploré également par un 
screening moléculaire mettant en évidence la présence des gènes NRPS et atteste du potentiel de la 
souche SA198 à produire une variété de métabolites secondaires bioactifs. 
La production d’un antibiotique en quantité appréciable exige l’utilisation de méthodes 
d’optimisation. Dans cette optique, et avec une problématique de la production des antibiotiques sur 
un milieu autre que le milieu complexe ISP2, nous nous sommes intéressés aux facteurs 
nutritionnels influençant la production, à savoir les sources de carbone et d’azote dans un milieu de 




culture de base synthétique. Cette méthode « d’optimisation classique » dite « d’un facteur à la fois 
» nous a permis de sélectionner les deux meilleures sources de carbone et d’azote permettant 
d’obtenir les meilleures activités antagonistes dirigées contre deux bactéries et un champignon. 
Durant ces cinétiques, les activités antibiotiques ont été mesurées par la méthode de diffusion des 
puits. 
La première série de cinétique a permis de retenir le corn steep liquor parmi seize sources 
d’azotes testées (corn steep, extrait de levure, extrait de malt, peptone de caséine, caséine, sulfate 
d’ammonium, tryptone, L-proline, L-tyrosine, L-alanine, arginine, valine, leucine, méthionine, 
cystine et lysine), comme la source d’azote la plus favorable à l’activité antimicrobienne et a été 
utilisée pour la série de cinétique suivante. Sur les huit sources de carbone testées (glucose, 
dextrines, fructose, saccharose, propionate, pyruvate, succinate et acétate de sodium.), le saccharose 
a été le substrat carboné ayant le plus favorisé la production des activités antimicrobiennes. 
Ces deux séries de cinétiques ont permis de définir un milieu de culture de production 
optimale à base de corn steep liquor (CSL) et de saccharose. L’utilisation du corn steep et du 
saccharose dans un milieu minimum a eu un effet important sur la production des antibiotiques et 
est à prendre en compte en considérant la place importante qu’occupe en biotechnologie l’usage de 
substrats carbonés et azotés peu coûteux. A cet égard, le milieu MS-CSL-saccharose développé dans 
ce travail, est beaucoup plus intéressant du point de vue économique par rapport au milieu ISP2. 
Dans tout processus fermentaire, l’amélioration de la production est une étape cruciale 
notamment via l’ajustement d’un certain nombre de paramètres nutritionnels et/ou opérationnels. A 
ce propos, nous nous sommes également proposés dans ce travail de réaliser une optimisation 
statistique afin d’améliorer la production de l’activité antimicrobienne. Un protocole d’optimisation 
du milieu MS-CSL-saccharose reposant sur les plans d’expériences statistiques a donc été conduit. 
Cette démarche se trouve être différente et inédite dans notre laboratoire par rapport aux 
méthodologies classiques utilisées généralement. En employant, le plan de Plackett et Burman, les 
nutriments ; saccharose, KH2PO4 et corn steep liquor se sont distingués comme des éléments 
déterminants dans le milieu de culture pour la production antimicrobienne. Les concentrations de 
ces trois composés ont été testées suivant le plan d’expérience Box-Behnken et les optima calculés 
et déduits à partir des surfaces de réponse des ellipses générées par les représentations 2D. En 
utilisant les trois fonctions d’optimisation, un milieu de culture optimisé est formulé. Une 




augmentation de l’activité antimicrobienne de 32% contre le SARM, 27% contre B. subtilis et 36% 
contre U. ramanniana a été validée et prouve un gain significatif de la productivité. 
L’étape suivante a consisté à faire produire les antibiotiques en réacteur (en batch) dans le 
milieu optimisé, puis à les purifier. Contre toute attente et à l’inverse du travail de référence, après 
extraction à partir du filtrat de culture, l’activité antimicrobienne a été détectée dans la partie 
aqueuse plutôt que dans la phase organique comme il a été rapporté dans le travail de référence. Ce 
résultat a suscité par ailleurs un flux de questionnement et d’interrogations, particulièrement lorsque 
les premiers essais de purification par HPLC ne permettaient pas de retrouver un profil HPLC de 
l’extrait organique similaire au travail de référence et ce, dans les mêmes conditions de culture. Ce 
fait nouveau nous a conduits à procéder à plusieurs niveaux de vérifications de l’intégrité de la 
souche d’un point de vue génétique et physiologique, y compris des répétitions afin de confirmer 
nos résultats. Les résultats de cette vérification nous ont confortés dans l’idée d’une variation du 
métabolisme de la souche SA198. Cette instabilité dans la production de l’activité antimicrobienne 
chez cette souche avait été observée déjà dans le travail de référence, bien qu’elle ne soit pas 
signalée. Dans le travail de Laassami (2015), des problèmes de non reproductibilité des résultats de 
production avaient été rapportés. Vu ces nouvelles conditions de production de la souche, le travail 
a été réorienté vers l’étude des antibiotiques de la phase aqueuse. 
La purification par HPLC de l’extrait aqueux à travers une colonne amphiphile a mis en 
évidence la présence de neuf pics principaux parmi lesquels, sept ont montré une activité à la fois 
antifongique et antibactérienne forte à très forte. Nous sommes parvenus à purifier deux molécules, 
A1 et A5, parmi les sept. La purification des autres molécules actives s’est avérée très difficile à 
cause de leur caractère hydrophile. D’autres méthodes de semi-purification sont à prévoir avant de 
les purifier par HPLC. 
La dernière partie du travail a été consacrée à l’identification de deux antibiotiques A1 et A5 
purifiés. La caractérisation de ces deux antibiotiques n’a été que partielle et a concerné la 
spectrométrie de masse, la résonance magnétique du proton et la spectrophotométrie UV-visible. 
Cette dernière analyse a permis d’écarter la possibilité d’une structure polyénique pour les deux 
antifongiques, ce qui est intéressant sachant que les polyènes sont évités à cause de leur toxicité et 
leur instabilité. Les différentes analyses de caractérisation indiquent que les deux molécules ont une 
structure aromatique glycosylée. 




Les molécules antibiotiques possédant une structure aromatique glycosylée décrites dans la 
littérature sont tellement nombreuses et peuvent appartenir à différentes familles (tétracyclines, 
anthracyclines, anthraquinones, angucyclines, etc.), qu’il est impossible de faire une comparaison 
avec nos antibiotiques. De ce fait, la caractérisation de nos deux antibiotiques doit se poursuivre par 
la réalisation de la résonnance magnétique nucléaire du carbone 13, laquelle permettra de déterminer 
leurs structures chimiques. 
Enfin, nous tenons à signaler que notre étude s’est heurtée à de grandes difficultés, depuis le 
début des cinétiques de production jusqu’à la purification et la caractérisation des antibiotiques. Ces 
problèmes propres à la souche SA198, se sont manifestés d’abord par une grande instabilité dans la 
production de l’activité antimicrobienne. Par la suite, d’autres problèmes sont rencontrés lors des 
purifications par HPLC en raison du caractère hydrophile des molécules, ce qui a affecté finalement 
leur caractérisation. Cependant, ce souci de reproductibilité n’est pas un cas isolé dans les processus 
fermentaires particulièrement avec des souches productrices sauvages et ce, même lorsque les 
conditions de culture sont strictement identiques. L’étude et la compréhension du comportement 
physiologique des microorganismes producteurs d’antibiotiques sont essentielles dans tout 
processus biotechnologique ambitionnant une amélioration de productivité. Elles permettent d’une 
part de mieux appréhender la manière dont l’initiation de la production s’opère, et d’autre part 
d’identifier et de résoudre les difficultés qui pourraient se manifester. Cette étude physiologique ne 
figurait pas parmi nos objectifs, mais pourrait faire l’objet d’un autre travail de thèse. 
Il est à signaler également que la recherche de nouveaux métabolites naturels tels que les 
antibiotiques est une voie souvent longue, et plusieurs essais préliminaires sont souvent 
indispensables pour trouver les conditions optimales de production et de purification. Les résultats 
de ce travail donnent un aperçu général sur le potentiel producteur de la souche Sx. tamanrassetensis 
DSM 45947. Notre étude contribue aux divers travaux de recherche régulièrement dédiés à l’étude 
des antibiotiques sécrétés par les souches du genre Saccharothrix, et témoigne une fois de plus de 
la grande variété de molécules bioactives produites ainsi que de la diversité de leurs structures 
chimiques. 
Le travail sur les antibiotiques de la souche est loin d’être achevé. D’autres études peuvent 
être envisagées afin d’approfondir nos connaissances sur cette souche. En perspective de ce travail, 
il serait donc intéressant de : 




✓ Tester diverses sources nutritionnelles moins onéreuses, telles que les déchets de l’industrie 
agro-alimentaire (mélasses, farine de poisson, tourteaux de soja, son de blé...). 
✓ Comprendre l’influence des facteurs hydrodynamiques sur la réponse physiologique de la 
souche Sx. tamanrassetensis afin d’élucider le mécanisme de déclenchement de la 
production de ses antibiotiques: transfert d’oxygène, morphologie, type d’agitation… 
✓ Optimiser d’autres paramètres culturaux tels que la quantité de l’inoculum, l’agitation la 
température, l’aération et les oligoéléments. 
✓ Reprendre les études de purification en envisageant d’autres méthodes pour les 7 
antibiotiques aqueux. 
✓ Identifier leurs structures chimiques par les différentes méthodes spectroscopiques. 
✓ Déterminer les concentrations minimales inhibitrices. 
✓ Déterminer les activités biologiques autres qu’antimicrobienne, comme l’activité anti 
tumorale, antioxydante, anti-inflammatoire, etc.). 
✓ Analyser le génome de la souche SA198 séquencé récemment (recherche de clusters de 
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Abstract.- The Algerian Saharan actinobacterium Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947, exhibited an 
antagonist activity against Gram-positive bacteria, yeasts and filamentous pathogenic, toxigenic 
and phytopathogenic fungi. The antimicrobial potential of the strain was examined by PCR for the 
presence of type I and II of polyketide synthase (PKS) and non-ribosomal peptide synthetase 
(NRPS) gene clusters. The latter gene was detected, but the first two genes were absent. 
Production of antimicrobial (antifungal and antibacterial) activity was investigated by following 
kinetics in a semi-synthetic broth supplemented with various carbon and nitrogen sources. The 
highest activity was obtained with corn steep liquor and sucrose. Antimicrobial compounds were 
extracted from the culture filtrate. A strong activity was detected in the aqueous phase extract; 
however the activity in the organic extract was weak. The crude extracts were injected in HPLC 
for purification. Each fraction was tested for antimicrobial activity. The results revealed 7 active 
peaks in the aqueous extract, suggesting the presence of novel antibiotics.  
 
Key words: Saccharothrix tamanrassetensis, antagonist activity, PCR, genes, carbon and nitrogen sources; 
production kinetics, HPLC. 
 
CRIBLAGE ANTIMICROBIEN DE Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 ET 
EFFET DES SOURCES DE CARBONE ET D’AZOTE SUR LA PRODUCTION 
D’ANTIBIOTIQUES 
 
Résumé.- L’actinobactérie saharienne algérienne Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 a montré une 
activité antagoniste contre les bactéries à Gram positif, les levures et les champignons 
pathogènes, toxinogènes et phytopathogènes. Le potentiel antimicrobien de la souche est examiné 
par PCR pour la présence des types I et II de polyketide synthase (PKS) et du groupe de gènes 
non-ribosomal peptide synthetase (NRPS). Ce dernier gène a été détecté, mais les deux premiers 
gènes étaient absents. La production de l’activité antimicrobienne (antifongique et 
antibactérienne) a été étudiée en suivant des cinétiques en milieu semi-synthétique additionné de 
différentes sources de carbone et d’azote. L’activité la plus élevée est obtenue avec le corn steep 
liquor et le saccharose. Les composés antimicrobiens sont extraits à partir du filtrat de culture. 
Une forte activité antibiotique est détectée dans l’extrait de la phase aqueuse, en revanche 
l’activité de la phase organique est faible. Les extraits bruts sont injectés en HPLC pour 
purification. Chaque fraction a été testée pour l’activité antimicrobienne. Les résultats ont révélé 
la présence de 7 pics actifs dans l’extrait aqueux, suggérant la présence de nouveaux 
antibiotiques. 
 
Mots clés: Saccharothrix tamanrassetensis, activité antagoniste, PCR, gènes, sources de carbone et d’azote, 
cinétiques de production, HPLC. 
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Introduction  
 
There is clearly a need for new antimicrobials to combat resistant pathogens in 
serious and life-threatening diseases [1,2]. Microbial natural products continue to represent 
an important route to the discovery of new antimicrobial compounds [3]. Actinobacteria 
have proved to be important sources of industrially useful antibiotics [4,5]. In order to 
maximize the success rate of drug discovery using natural products, novel antibiotic 
screening strategies focused on rare actinobacteria strains that are isolated from extreme 
environments [6]. Many reports have shown that such strains demonstrated novelty and 
chemical diversity in the produced antibiotics. Microbial groups living under extreme 
conditions exhibit a variety of physiological and metabolic features allowing them to adapt 
to these particular environments. They possess a genetic diversity and specific secondary 
metabolite producing profiles for synthesizing novel antibiotics [6-8]. The Algerian arid 
soils, exposed to an arid climate, are special ecosystems that have been widely explored in 
our laboratory. A remarkable diversity of new species has been discovered; most of which 
showed a strong biosynthetic potential in producing novel antibiotics [9-17]. 
 
Since its first description [18], the rare genus Saccharothrix has been shown to 
produce a vast diversity of different bioactive secondary metabolites, including the 
antiviral agent fluvirucin from Saccharothrix mutabilis [19] and the antibacterial agent 
saccharomicin from Saccharothrix espanaensis [20]. 
 
The Algerian Saharan soils have been shown to be rich in species and strains of the 
Saccharothrix genus [21] including new species, such as S. algeriensis NRRL B-24137
T
 
[22], S. hoggarensis DSM 45457
T
, S. saharensis DSM 45456
T
, S. tamanrassetensis DSM 
45947
T
 [23-25], S. isguenensis DSM 46885
T
 and S. ghardaiensis DSM 46886
T
 [26,27]. 
The obtained promising results emphasize the need to continue the research into 
Saccharothrix antimicrobial compounds production. Furthermore, many researches have 
shown the ability of Saharan Saccharothrix strains to produce new or already known 
antibiotics, such as dithiolopyrrolones [28,29], anthracyclines [30] and chloramphenicol 
[31]. 
 
In this context, the new species Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947
T
 
isolated from a Saharan soil sample, was investigated for its antimicrobial activity by the 
cylinder plating method and by screening the gene fragments of NRPS, PKS-I and PKS-II 
domains. Production, extraction and preliminary purification of antimicrobial compounds 
were also carried out. 
 
1.- Material and methods  
 
1.1.- The actinobacterial strain 
 
Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 was isolated in our laboratory from a 
soil sample collected from Tamanrasset (Hoggar region), in southern Algeria [6]. The 
strain was characterized taxonomically as a new species by BOUBETRA et al. (2013a) 
[23]. The strain was maintained as spore suspension in 25% glycerol at -20 °C.  
 
1.2.- Antagonistic properties of S. tamanrassetensis 
 
 Antimicrobial screening was carried out using the cylinder plating method against a 
total of 40 different microorganism strains. The target tested strains were mostly human 
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pathogens or phytopathogens. They included seven Gram-positive bacteria (Bacillus 
subtilis ATCC 6633, Enterococcus feacalis Ef B1, Listeria monocytogenes ATCC 13932, 
methicillin resistant Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 25922, S. 
aureus ATCC 43300 and S. aureus 639c); five Gram-negative bacteria (Klebsiella 
pneumoniae CIP 82.91, Acinetobacter baumanii E16, Escherichia coli E52, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 and Agrobacterium tumefaciens At2410); twenty filamentous 
fungi (Fusarium solani Fsol, F. sporotrichioides Fs, F. culmorum Fc1, F. proliferatum 
FprX20, F. oxysporum f. sp. lini Fol, F. equiseti Fe, F. moniliforme FmX22, F. oxysporum 
f. sp. albedinis Foa, F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici Forl, Penicillium expansum 
Pe1, P. glabrum Pg1, Umbelopsis ramanniana NRRL 1829, Aspergillus carbonarius 
M333, A. niger OT304, A. westerdijkiae ATCC 3174, A. parasiticus CBS 100926, A. 
flavus Af3, Trichoderma sp. TdR1, Alternaria sp. AltX1 and Botrytis cinerea BcvX1); 
seven yeasts (Candida albicans IPA200, C. albicans IPA988, C. tropicalis CtY20, C. 
glabrata CgY21, C. pseudotropicalis CpsY22, C. zeylanoides CzY23 and C. 
guilliermondii CgY24) and a mycoplasma strain (Ureaplasma parvum ATCC 27813). The 
strains without an official accession number belong to our laboratory collection. 
 
 Cylinders were cut from 10 days old actinobacterium strain culture on ISP2 agar 
medium which were transferred, each one on a semi-solid ISP2 plate freshly seeded with a 
test strain. The plates were then incubated at 30°C and the diameters of the inhibition 
zones were measured after 24 h for the bacteria and 48 h for the yeasts and micro-fungi. 
All tests were conducted in triplicate ± standard deviation (SD). 
 
1.3.- DNA preparation and detection of PKS-I, PKS-II and NRPS sequences 
 
Genomic potential for producing bioactive metabolites of Saccharothrix 
tamanrassetensis DSM 45947 was evaluated. The strain was grown in 100 ml of ISP2 
broth culture. Biomass was harvested by centrifugation for 10 mn (at 8000 rpm) and 
washed twice with double-distilled water. Chromosomal DNA was prepared using a DNA 
extraction kit (JetFlex, Germany). 
 
The following specific degenerate primers were used to detect the genes encoding 
the polyketide synthetase I (PKS-I), polyketide synthetase II (PKS-II) and non-ribosomal 
peptide synthetase (NRPS) genes: PKS-I: K1F/M6R (5′-
TSAAGTCSAACATCGGBCA3′/5′-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3′; [32]; PKS-II: 
KSα/KSβ (5′-TSGCSTGCTTGGAYGCSATC3′/5′-TGGAANCCGCCGAABCCTCT-3′ 
[33] and NRPS: A3F/A7R (5′-GCSTACSYSATSTACA CSTCSGG-3′/5′-
SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3′ [32]. 
 
The 50 μl PCR reaction mixture contained 20-40 ng of DNA template, 2 μm of 
each primer, 0.4 μm of dNTP mixture, 10 × reaction buffer containing MgCl2, 5% DMSO 
and 2.5 U of Taq DNA polymerase. The PCR thermal cycling program comprised an initial 
denaturation at 98°C (for 4 mn), followed by 30 cycles comprising a denaturation step at 
94°C (1 mn), an annealing step of 1 mn at 57.5°C with K1F/M6R, at 58°C with KSα/KSβ, 
at 62°C with EdyA/EdyE and at 57°C with A3F/A7R and termnated with an extension step 
of 1 mn at 72°C. A final extension was performed at 72°C for 10 mn. All of the 
amplification products were separated by electrophoresis in an 0.8% agarose gel and bands 
of 1200-1400, 600 and 700-800 bp were classified as products of the PKS-I, PKS-II and 
NRPS genes, respectively.  
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1.4.- Selection of the optimal carbon and nitrogen sources  
 
In order to investigate the effect of the nitrogen and carbon sources on the 
antimicrobial activity produced by S. tamanrassetensis, a basal semi-synthetic medium 
(SSM) was used. This medium, used for both pre-culture and production of antibiotics, 
consisted of (1 g/l of distilled water): NaCl 2.0, CaCl2 1.0, K2HPO4 1.0, KH2PO4 0.5, 
MgSO4.7H2O 0.2, FeSO4.7H2O 0.01, pH 7.2) [34]. 
 
For inoculum preparation, spore suspension of S. tamanrassetensis maintained in 
glycerol (25%) was transferred to ISP2 solid medium plates. After 10 days of incubation, 
the seed inoculation culture was prepared by using spore cakes as described by Ahsan et al. 
[35]. Two spore cakes (4 mm diameter), were transferred to a 250 ml flask containing 50 
ml of the culture medium, then incubated under permanent agitation (250 rpm) at 30°C for 
48 h. Aliquots 5% (v/v) of this seed culture were used to inoculate 100 ml of the 
fermentation medium contained in 500-ml Erlenmeyer flasks.  
 
For the selection of the best nitrogen and carbon sources, twelve nitrogen sources 
and five carbon sources were investigated. The nitrogen sources included corn steep liquor 
(5% w/v); peptone, tryptone, casein, yeast extract, malt extract (0.25 % w/v), and arginine, 
valine, leucine, methionine, cystine and lysine at 0.05 % (w/v). These broths were 
supplemented with glucose (1%) as the carbon source. Carbon sources included glucose, 
sucrose, fructose and dextrin at 1% and sodium acetate at 0.1% (w/v). In these broths, corn 
steep liquor (5% v/v) was added as the nitrogen source. Final media pH was adjusted to 
7.2. Cultures were incubated on a rotary shaker (250 rpm) at 30°C for 10 days. All results 
presented are mean values of three independent experiments.  
 
1.5.- Antimicrobial assay 
 
The antimicrobial activity of the collected culture filtrates was determined each 24 
h using the agar well diffusion method against methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
639c (MRSA) and Umbelopsis ramanniana NRRL1829 (UR). The bacterial suspension 
was prepared in sterile distilled water and adjusted as inoculum to a final concentration of 
1.2 × 10
8
 CFU/ml, while the micro-fungal suspension was adjusted to a final concentration 
of 0.4 × 10
6
 CFU/ml [36]. Petri dishes were poured with Mueller-Hinton (for MRSA) or 
Sabouraud (for UR) agar (12 g/l agar) culture media, previously inoculated with each 
microbial suspension. Wells of 7 mm were cut out from the agar plates and filled with 100 
μl of culture filtrate. The plates were incubated at 30°C after a diffusion process of 2 h at 
4°C. The antibacterial and antifungal activities were evaluated by measuring the diameter 
of inhibition zones around the wells after 24 h of incubation for MRSA and 48 h for UR. 
Results are expressed as mean of triplicates and standard error of the mean. 
 
1.6.- Production and extraction of antibiotics in the selected culture medium 
 
Before culture productions, time course of pH, growth and antibiotic production 
was monitored in agitated 500 ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml of the culture 
medium supplemented with the best carbon and nitrogen sources (250 rpm, 30°C, 10 
days). 
 
The antimicrobial activity was daily assayed against MRSA and UR, by the agar 
well diffusion method previously described. The pH values were measured with a pH 
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meter (HANNA instruments). Growth was measured as the dry cell weights (DCWs), with 
the method of PFEFFERLE et al. (2000) [37].  
 
Four ml of homogenized culture broth were collected in sterile pre-weighed 
Eppendorf tubes and were centrifuged at 13000 rpm for 10 mn. The supernatant was 
recuperated for antimicrobial activity and pH measurements. The Eppendorf tube 
containing the pellet was used for measuring growth (by measuring the dry weight of the 
biomass). The pellet was washed three times with sterile distilled water. The Eppendorf 
tubes containing the pellets were dried at 105°C for 24 h, cooled in a desiccator, and 
weighed (KERN analytical balance). The results were expressed as g/l. 
 
For the production of antibiotics, fermentations were carried out in 500 ml 
Erlenmeyer flasks containing 100 ml of the selected medium (250 rpm, 30 °C, 8 days). The 
extraction of active compounds was realized on the day of optimal production rate. The 
culture broths were centrifuged to remove the biomass and then filtered. The whole cell-
free supernatant was extracted with an equal volume of dichloromethane. The organic and 
aqueous phases were recovered separately. The organic phase was dehydrated by passing 
through anhydrous sodium sulfate to remove residual traces of water and hydrophilic 
contaminants. This organic phase and the aqueous phase were concentrated to dryness and 
bioassayed against the indicator organisms (MRSA and UR) by the agar well diffusion 
method. The dry crude extracts were kept at -20°C for HPLC analysis. 
 
1.7.- High performance liquid chromatography HPLC analysis  
 
The active organic extract was dissolved in 1 ml of MeOH and subjected to semi-
preparative HPLC purification on a Waters system using a reverse phase C18 column (200 
mm × 10 mm, 5 µm) with a continuous linear gradient solvent system from 30 to 100% 
methanol in water during 40 mn (tab. I), a flow rate of 1 ml/mn, and UV detection at 220 
and 260 nm. The fractions corresponding to peaks were collected, concentrated and then 
tested against MRSA and UR to detect the active fractions. 
 





(solvent A %) 
Water 
(solvent B %) 
Pre-run 10 30 70 
Run  
0.00 30 70 
40 100 0 
Post-run 50 100 0 
 
The aqueous dry extract was recovered in minimum of ultrapure water and 
analyzed by HPLC using an amphiphilic Atlantis Prep T3 semi-preparative column (250 
mm × 10 mm, 5 µm, Waters, Milford, MA) with a discontinuous gradient of methanol–
water during 40 mn conforming to program in Table II, a flow rate of 1.5 ml/mn and UV 
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(solvent A %) 
Methanol 
(solvent B %) 
Pre-run 10 100 0 
Run  
0.00 100 0 
22 25 75 
38 0 100 
40 100 0 




2.1.- Antimicrobial screening by the cylinder plating method 
 
The antimicrobial activity of S. tamanrassetensis DSM 45947 by the cylinder 
plating method is shown in Table III. This strain was active against almost all target 
microorganisms, and the values of the inhibition diameters ranged from 5 to 25 mm. 
However, no activity was observed for four bacteria tested: methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 25922, Enterococcus faecalis Ef B1, Klebsiella 
pneumoniae CIP 82.91 and Escherichia coli E52; and four yeasts tested: Candida glabrata 
CgY21, C. albicans IPA988, C. albicans IPA200 and C. guilliermondii CgY24; and four 
micro-fungi tested: Fusarium solani (Fsol), F. sporotrichioides (Fs), F. proliferatum 
FprX20 and Aspergillus parasiticus CBS 100926. 
 
Table III.- Antimicrobial activity of S. tamanrassetensis DSM 45947 screened by using 
the cylinder plating method on ISP2 medium 
 
Test microorganisms Inhibition diameter (mm) ± SD 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
 (MRSA) ATCC 25923 
18 ± 1.15 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus  
(MRSA) ATCC 43300 
21 ± 2.40 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 639c 36 ± 1.15 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus  
(MRSA) ATCC 25922 
0 
Bacillus subtilis ATCC 6633 23 ± 0.67 
Listeria monocytogenes ATCC 13932 15 ± 1.33 
Enterococcus faecalis Ef B1 0 
Acinetobacter baumanii E16 14 ± 0 
 Klebsiella pneumoniae CIP 82.91 0 
Escherichia coli E52 0 
Agrobacterium tumefaciens At2410 15 ± 1.33 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 13 ± 0.67 
Ureaplasma parvum ATCC 27813 19 ± 0.67 
Candida tropicalis CtY20 8 ± 4.00 
Candida glabrata CgY21 0 
Candida albicans IPA 988 0 
Candida albicans IPA 200 0 
Candida pseudotropicalis CpsY22 13 ± 0.67 
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Candida zeylanoides CzY23 13 ± 0.67 
Candida guilliermondii CgY24 0 
Fusarium solani Fsol 0 
Fusarium sporotrichioides Fs 0 
Fusarium oxysporum f. sp albedinis Foa 12 ± 0.67 
Fusarium culmorum Fc1 8 ± 4.0 
Fusarium proliferatum FprX20 0 
Fusarium oxysporum f. sp. lini Fol 14 ± 1.15 
Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici Forl 8 ± 4.00 
Fusarium equiseti Fe 13 ± 0.67 
Fusarium moniliforme FmX22 15 ± 0.67 
Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 29 ± 0.67 
Penicillium glabrum Pg1 8 ± 4.00 
Penicillium expansum Pe1 9 ± 4.37 
Aspergillus carbonarius (M333) 17 ± 0.67 
Aspergillus westerdijkiae ATCC 3174 13 ± 0.67 
Aspergillus flavus Af3 13 ± 0.67 
Aspergillus niger OT304 8 ± 4.00 
Aspergillus parasiticus CBS 100926 0 
Trichoderma sp. TdR1 13 ± 0.67 
Alternaria sp. (AltX1) 13 ± 0.67 
Botrytis cinerea (BcvX1) 15 ± 0.67 
 
The human pathogenic methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c (MRSA) and 
the fungus Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (UR) are among the most sensitive target 
germs. They were selected as the indicator microorganisms for determining the 
antimicrobial activity in the subsequent experiments. 
 
2.2.- Screening of genomic potential for antibiotic production 
 
The antimicrobial biosynthetic gene diversity in Saccharothrix tamanrassetensis 
was examined by screening the presence of PKS-I, PKS-II and NRPS sequences using 
PCR. The results are shown in figure 1. NRPS gene was detected in S. tamanrassetensis; 
however, PKS-I and PKS-II were not detected. The bands observed on agarose gel at 750 




Figure 1.- Polymerase chain reaction analysis of S. tamanrassetensis  
DSM 45947 for PKS-I, PKS-II and NRPS 
Test was conducted in duplicate. M: molecular weight marker (1 kb). 
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2.3.- Selection of the optimal carbon and nitrogen sources  
 
The influence of nitrogen and carbon sources was studied in Erlenmeyer flasks. The 
results of antimicrobial activity production are illustrated in figure 2. Corn steep liquor 
(CSL) proved to be the best source for antimicrobial activity (24.0 mm and 22.0 mm) 
against UR and MRSA, respectively. This strong activity with CSL was followed by those 
obtained with peptone (24.0 mm and 21.0 mm) and yeast extract (22.0 mm). No 
antimicrobial activity was observed when the medium was supplemented with methionine, 





Figure 2 (a, b).- Influence of nitrogen sources on antibiotic production by 
S. tamanrassetensis. 
Medium supplemented with glucose at 1%. 
 
The results of effect of carbon sources on antimicrobial activity are illustrated in 
figure 3. The highest antimicrobial activity was obtained in the presence of sucrose (32.0 
mm and 28.0 mm), followed by fructose (28.0 mm and 24.0 mm) and glucose (22.0 mm 
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and 22.00 mm) against UR and MRSA, respectively. No or very weak activity production 
was noticed during cultivation in the presence of both dextrin and sodium acetate (≤16.0 
mm). Sucrose is better than glucose as it is cheaper and do not cause catabolite repression. 
Thus, for the antibiotic production, sucrose and corn steep liquor were selected as carbon 






Figure 3 (a, b). - Influence of carbon sources on antibiotic production by 
S. tamanrassetensis 
Medium supplemented with corn steep liquor at 5%.  
 
2.4.- Production of antibiotics in the selected culture medium 
 
Time course of antibiotic production, pH and growth of S. tamanrassetensis was 
followed on the basal semi-synthetic medium supplemented with CSL (5%) and sucrose 
(1%). The antibacterial and antifungal activities against methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus 639c and Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 were detected after 
few hours of fermentation, and the maximum observed after 8 days of fermentation (fig. 
4). The pH varied between 7.0 and 8.2 during 10 days of fermentation. The growth of S. 
tamanrassetensis was perfectly correlated to antimicrobial activity. 
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Figure 4.- Time course of growth, pH and antimicrobial activity (against MRSA and UR) 
on SSM supplemented with CSL and sucrose  
 
For the production of antibiotics, S. tamanrassetensis was cultured during 8 days in 
500 ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml of the selected medium. Active compounds 
were extracted with dichloromethane from 6l of cell-free culture filtrate. The organic and 
aqueous extracts were concentrated and assayed for antimicrobial activity against MRSA 
and UR.  
 
The dichloromethane (organic) extract was yellow. Diameters of inhibition zones 
were 15 mm against UR and 17 mm against MRSA (wells of 7 mm in diameter are 
included).  
 
The aqueous extract was brown. It was dissolved in ultrapure water and tested 
against target germs. The antimicrobial activities of the aqueous extract were more potent 
than that of the organic phase. Inhibition zones diameters were 20 mm for UR and 24 mm 
for MRSA (wells of 7 mm in diameter are included). 
 
2.5.- Purification by high performance liquid chromatography (HPLC) and detection 
of biological activity 
 
The yellow organic extract was dissolved in methanol and purified by high 
performance liquid chromatography (HPLC) in reverse phase column. The chromatogram 
of the first round of HPLC injection showed the presence of 16 main peaks numbered from 
1 to 16 (fig. 5). Each main peak was collected separately and tested against UR and 
MRSA. The results of fraction color, retention time and antimicrobial activity were 
illustrated in table IV. 
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Figure 5.- HPLC profile of the first round of HPLC injection of the crude organic extract 
(C18 column, continuous linear gradient solvent system, detection at 220 and 260 nm) 
 
Table IV.- Antimicrobial activities, retention times and colors of the main peaks obtained 







(Inhibition diameter in mm) 
MRSA* UR** 
1 6.60 Not colored 0 0 
2 8.55 Not colored 0 0 
3 10.02 Not colored 0 0 
4 11.22 Not colored 0 0 
5 14.75 Not colored 0 0 
6 16.53 Not colored 0 0 
7 18.14 Not colored 0 0 
8 19.51 Not colored 0 0 
9 20.90 Not colored 9 8.5 
10 22.40 Not colored 10 9 
11 23.19 Not colored 8.5 9 
12 24.92 Not colored 11 11 
13 25.75 Not colored 9 9 
14 27.52 Pale yellow 12 11.5 
15 31.50 Pale yellow 9 10 
16 34.40 Pale yellow 8.5 9 
 
Values of inhibition diameters include the diameter of the well (7 mm).  
* methicillin-resistant Staphylococcus aureus 639c; ** Umbelopsis ramanniana NRRL 
1829. 
 
The antimicrobial activity of the organic extract was detected in the fractions eluted 
between 20 to 34.40 mn. A moderate to weak activity was detected in fractions 
corresponding to peaks 12 (RT 24.92 mn) and 14 (RT 27.52 mn). A weak antibacterial and 
antifungal activity was detected in the peaks 9, 10, 13, 15 and 16, and no activity was 
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observed against MRSA and UR in the peaks 1 to 8. 
 
The brown aqueous extract was dissolved in ultrapure water and purified by HPLC) 
in amphiphilic column. The chromatogram of the first round of HPLC injection showed the 
presence of eight main peaks numbered from A1 to A7 (A for aqueous) (fig. 6). Each main 
peak was collected separately and tested against UR and MRSA. The results of fraction 




Figure 6.- HPLC profile of the first round of HPLC injection of the crude aqueous extract 
(amphiphilic column, discontinuous gradient solvent system, detection at 220 and 254 nm) 
 
Table V.- Antimicrobial activities, retention times and colors of the main peaks obtained 







(Inhibition distance in mm) 
MRSA* UR** 
A1 9.89 Pale brown 12 42 
A2 10.59 Pale brown 11 40 
A3 12.63 Pale Yellow 14 0 
A4 13.67 Yellow 0 0 
A5 16.96 Pale Yellow 30 28 
A6 17.31 Not colored 14 22 
A7 18.55 Not colored 22 14 
A8 23.13 Not colored 22 14 
A9 27.57 Not colored 0 0 
 
Values of inhibition diameters include the diameter of the well (7 mm).  
* methicillin-resistant Staphylococcus aureus 639c; ** Umbelopsis ramanniana NRRL 
1829.  
 
Strong biological activities are recorded against MRSA in the fractions A5 (RT 
16.96 mn), A7 (RT 18.55 mn) and A8 (RT 23.13 mn). The A1 (42 mm), A2 (40 mm) and 
Antimicrobial screening of Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 and effect of carbon and nitrogen sources on antibiotic 
production                                                                                                                                 P-ISSN 2170-1318/ E-ISSN 2588-1949 
Algerian journal of arid environment  58  vol. 9, n°1, Novembre 2020: 46-67 
A5 (28 mm) fractions exhibited very strong to strong antifungal activity. Each active 
fraction was active against both MRSA and UR, except for A3 (RT 12.63 mn) which was 





Several studies reported the production of various antimicrobial compounds by 
Saccharothrix strains isolated from Saharan soil samples, such as dithiolopyrrolones 
[28,29], anthracyclines [30] and chloramphenicol [31]. 
 
In the primary antimicrobial screening, Saccharothrix tamanrassetensis showed an 
interesting antimicrobial activity. This included the human pathogenic MRSA 639c, 
mycotoxigenic and plant pathogens. The increasing of antimicrobial resistance is of 
particular concern in medicine and public health, and has created a serious need to develop 
new antibiotics with novel mechanisms of action [1]. Many nosocomial pathogens such as 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and 
Enterococcus spp. exhibit resistance to multiple drug classes, making treatment a challenge 
[38,39]. The studied strain exhibited an antifungal activity against Aspergillus carbonarius 
and A. westerdijkiae, which are mycotoxigenic micro-fungi. They produce ochratoxin A, a 
dangerous toxin for humans and animals, that can cause poisoning, immune deficiency and 
cancer [40]. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis and Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici are plant pathogens. The former is the agent of vascular wilt (fusariosis) of date 
palm and causes important deteriorations to the plant [41,42]. The latter is one of the most 
destructive diseases of tomatoes. These results reveal that S. tamanrassetensis could be 
considered as a potential promising candidate for production of novel antibiotics. 
 
Further investigations on the antimicrobial activity screening of S. tamanrassetensis 
were devoted to the evaluation by PCR of the presence of genes encoding polyketide 
synthases (type I and II) and NRPS using primers for highly conserved regions encoding 
enzymes associated with biosynthesis of polyketides and peptides. A positive PCR 
amplification was obtained for NRPS. In contrast, PKS-I and PKS-II sequences were 
negative. Many antibiotics produced by actinobacteria have been biosynthesized through a 
pathway involving non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) and/or polyketide synthases 
(PKS) [32,43-44]. The high frequency of NRPS genes in this actinobacterial strain may be 
evidence of the high potential of extremophilic actinobacteria to produce a large number of 
bioactive secondary metabolites [45]. Furthermore, the low occurrence of PKS-I genes in 
actinobacterial strains has been reported by several authors [45,46]. 
 
A lot of the genome mining methods are based on the detection of domains and 
protein families, well known to be involved in secondary metabolism such as NRPS and 
PKS [6,47]. The information obtained on the biosynthetic pathway involved in the 
production of a secondary metabolite can be used to predict the chemical structure of the 
resultant compound. Intensive research on these enzymes led to the identification and 
characterization of more than 23000 natural products of PKS and NRPS, which have been 
widely used in medicine as antibiotics and antitumor agents [3,48-52]. Soil actinobacteria 
are a potential source for novel PKSs and NRPs [53,54]. However, the PKS and NRPS 
biosynthetic genes of the Algerian Saharan soil strains are rarely reported. The NRPS gene 
detected in S. tamanrassetensis could be involved in the antibacterial and antifungal 
activities observed in this species against the target microorganisms, and suggested a 
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possibility for biosynthesis of peptide or polypeptide antibiotics.  
 
Natural products biosynthesized by NRPSs are some of the most important drugs 
currently used clinically for the treatment of a variety of diseases. They included the most 
important antibacterial, antifungal, antiviral, immunosuppressant, and anticancer drugs 
[55]. Examples of NRPS antibiotics included capreomycin produced by Saccharothrix 
mutabilis subsp. capreolus strain ATCC 23892. It is used in human medicine as an 
antitubercular antibiotic, and is an essential component of the drug arsenal for the 
treatment of multidrug-resistant tuberculosis [56]. Daptomycin is produced by 
Streptomyces roseosporus NRRL11379 and used for the treatment of skin infections 
caused by Gram-positive pathogens, including methicillin- and vancomycin-
resistant Staphylococcus aureus [57,58], as well as the treatment of bacteremia and 
endocarditis [59]. The cyclosporins are another example of NRPS produced by the fungal 
species Tolypocladium inflatum, with cyclosporin A having the most interesting biological 
activities [60]. Initially investigated as a potential fungicide, cyclosporin A was later 
identified as a potent anti-inflammatory and immunosuppressant agent by suppressing T-
lymphocyte activation [61]. This activity prompted its clinical use in transplant surgeries to 
prevent graft rejection and the treatment of autoimmune diseases [61,62]. Vancomycin and 
teichoplanin are glycopeptides and two clinically relevant drugs. Vancomycin, produced 
by the actinobacterium Amycolatopsis orientalis, is used against some methicillin-
resistant Staphylococcus aureus infections, and is also used to treat serious infections and 
endocarditis caused by Staphylococcus, Streptococcus, and Corynebacterium [63-65]. 
Teichoplanin, produced by the actinobacterium Actinoplanes teichomyceticus, is used for 
vancomycin-resistant enterococci [66]. The bleomycins are a family of glycosylated 
peptides that were found to have anticancer activities [67,68]. Future research in our 
laboratory is aimed at exploiting NRPS products of the new Saharan strain S. 
tamanrassetensis to the development and discovery of potential novel antibiotics. 
 
Kinetics of antibiotic production by S. tamanrassetensis was initially studied by 
BOUBETRA et al. (2013a) [23]. These authors reported an antimicrobial activity against 
Gram-positive and Gram-negative bacteria and filamentous fungi, but not against yeasts. 
Time course of antibiotic production, growth and pH were monitored in ISP2 broth 
cultures. Purification and characterization of the antimicrobial products led to the 
identification of two new antibiotics purified from the organic extract. However, it is well 
known that antibiotic production depends considerably on culture conditions. The culture 
medium composition plays a major role in the biosynthesis of bioactive metabolites [69]. 
Minor changes in the type and concentration of carbon and nitrogen sources can affect 
antibiotic biosynthesis [70].  
 
In this work, the authors proposed that selecting carbon and nitrogen sources in a 
basal semi-synthetic medium (SSM) can provide novel drug candidates. Corn steep liquor 
and sucrose were found to support maximum antimicrobial production. These nitrogen and 
carbon sources could be important sources for antibiotic biosynthesis in S. 
tamanrassetensis. CSL is a source of proteins, amino-acids, minerals, vitamins and 
microelements [71,72]. Our results were in agreement with many works in which, CSL is 
employed as a nitrogen source for secondary metabolite production. SARADA and 
SRIDHAR [73] found that CSL was the best source to enhance the production of 
cephamycin C by Streptomyces clavuligerus. The same was observed by SHARMA et al. 
(2013) when using CSL among several agro-industrial wastes [74]. The pullulan produced 
by Aureobasidium pullulans RBF 4A3 was enhanced. The result obtained by addition of 
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sucrose agrees with those obtained by ELIBOL et al. (2004), THAKUR et al. (2009) and 
ISLAM et al. (2009) concerning antibiotic production by Streptomyces coelicolor A3(2); 
Streptomyces sp. 201 and Streptomyces albidoflavus, respectively [75-77]. Sucrose was 
proved to be the optimal carbon source for enhancing of antifungal activity by 
Xenorhabdus stockiae PB09 [78]. 
 
The highest antibacterial activity against methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus 639c and Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 were observed both after 8 days of 
fermentation. This means that the strain first grows to form a considerable amount of 
biomass followed by the production of secondary metabolites (antibiotics in this case). Fast 
growth actinobacterial strains produce antibiotics in the first days of fermentation. 
However, slower growth strains with a slow growth rate produce antibiotics during the last 
days of fermentations [79]. Detection of a strong activity in the aqueous extract suggests an 
hydrophilic nature of the produced antibiotics. Solvent extraction (with dichloromethane) 
appeared necessary, since it allowed the elimination of impurities, and therefore facilitated 
the purification by HPLC. The first injections of the crude aqueous extract in HPLC 
system allowed the detection of 7 compounds with strong to very strong biological activity. 
 
In the previous studies on Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947, 
BOUBETRA et al. (2013a) used the ISP2 medium to characterize three new antibiotics 
from the organic extract [23]. The aqueous phase was also inactive. In our case, the semi-
synthetic medium supplemented with CSL and sucrose was used for antibiotic production. 
HPLC results of the aqueous extract reveal the presence of seven active fractions. These 
results highlight the antimicrobial diversity of Saccharothrix tamanrassetensis DSM 




Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 exhibited strong antimicrobial 
potential. Analysis of biosynthetic genes for the production of antimicrobial compounds 
revealed the presence of NRPS, and therefore the possibility of producing peptides or 
polypeptides antibiotics. Testing of carbon and nitrogen sources in the semi-synthetic 
medium led to the selection of corn steep liquor and sucrose for the formulation of a 
medium favorable for an optimal antimicrobial activity production. Strong antibacterial 
and antifungal activities were produced in the selected culture medium. After solvent 
extraction of the active compounds, the strong activity remained in the aqueous phase. 
Preliminary HPLC purification revealed seven active products with strong to very strong 
antibacterial and antifungal activity. These results compared with that obtained by 
BOUBETRA et al. [23] suggest the presence of novel antibiotics. Final purifications and 
further chemical analyses of the bioactive compounds are recommended. 
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Abstract 
Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 
previously isolated from a Saharan soil sample and 
characterized as a new species, was found to be a 
potential candidate in the search for novel antibiotics. 
The strain was found to exhibit a strong antimicrobial 
activity against a wide range of bacteria and fungi. In 
this study, statistical methods were applied to optimize 
the fermentation medium for enhanced antimicrobial 
activity production. A basal medium supplemented with 
sucrose and corn steep liquor was used as the original 
medium for optimization experiments.  
Plackett-Burman design showed that sucrose, corn 
steep liquor and KH2PO4, were recognised to have 
significant effect on antimicrobial activity production. 
Response surface methodology with Box-Behnken 
design determined the optimal concentrations. Optimal 
values for maximum antibiotic production were as 
follows: 7 g L-1 of sucrose, 52 g L-1 of corn steep liquor 
and 0.9 g L-1 of KH2PO4. Under these conditions, 
antimicrobial activities of DSM 45947 showed a global 
increase by 32% against the bacterium methicillin-
resistant Staphylococcus aureus and 36% against the 
fungus Umbelopsis ramanniana. This study provided 
an economical and efficient method to 
cultivate Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 
for enhanced antimicrobial activity production. 
Keywords: Saccharothrix tamanrassetensis, antimicrobial 
activity, fermentation, optimization, production.  
Introduction 
New antimicrobial agents are urgently needed to combat 
frequently emerging multi drug resistant pathogens30. 
Several approaches were developed for the screening of new 
antibiotics and they targeted microbial secondary 
metabolites20.  
Actinobacteria are well known as the most important source 
of antibiotics, pre-dominantly the genus Streptomyces11,17. 
The screenings of rare actinobacteria isolated from extreme 
environments demonstrated a chemical diversity and novelty 
in the produced antibiotics3,8. The rare actinobacteria 
obtained from the Algerian Saharan soils showed a great 
diversity of species with a remarkable potential in the 
production of novel antibiobiotics8.  
In this context, Saccharothrix tamanrassetensis DSM 
45947T (=DSM 45947T=CECT 8640T), a new Saharan 
actinobacterium species3 was found to possess an interesting 
antimicrobial potential and was selected for further study. In 
ISP2 complex medium, it produced small quantities of three 
new antibiotics with antibacterial and antifungal activity2. 
However, high product yields are necessary to achieve the 
characterization of their biological activities. Medium 
optimization is still one of the most critically investigated 
experiments that was carried out before any largescale 
metabolite production. Enhanced antimicrobial productivity 
can be achieved by manipulating the nutritional and physical 
parameters of the culture conditions33. It is commonly 
known that the nature and concentration of the nutrients in 
the fermentation medium, particularly carbon and nitrogen 
sources, as well as cultural conditions, are crucial in the 
production of secondary metabolites by microorganisms33.  
Optimization experiments are usually performed using non-
statistical and statistical experimental design methods22,33. 
The former method involves the testing of one factor (or 
variable) at a time instead of all factors simultaneously. In 
this classical approach, selection of the best carbon or 
nitrogen source can be done by changing one independent 
variable while maintaining all others at a fixed level. This 
method requires a multitude of experiments and does not 
acknowledge the interaction between the different 
variables29. However, statistical experimental design 
techniques are widely used to select and determine optimal 
levels of the significant variables with the advantage to 
apprehend the simultaneous effect of several variables. The 
application of these statistical approaches in media 
optimization can result in improved product yields and 
reduced process variability, time and number of 
experiments19. 
In this work, an attempt was made to enhance the 
antimicrobial activity of S. tamanrassetensis DSM 45947 by 
using statistical optimization approaches in a basal culture 
medium. The statistical methods analyzed the influential 
variables in the medium by using the Plackett-Burman 
design (PBD) and found the optimal concentrations of the 
screened variables and their interactions by using the Box-
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Behnken design (BBD) and Response Surface Methodology 
(RSM).  
 
Material and Methods 
Organism and preliminary determination of 
antimicrobial properties: Saccharothrix tamanrassetensis 
DSM 45947 was isolated from a Saharan soil sample 
collected from Tamanrasset (Hoggar region), in southern 
Algeria2. This actinobacterium was identified as a new 
species by Boubetra et al3 with DSM 45947T as the type 
strain. The strain was maintained at 4 °C on agar slants of 
International Streptomyces Project medium 2 (ISP2)32.  
 
In order to select the target microorganisms for the 
optimization experiments, the antimicrobial activity of strain 
DSM 45947 was screened against a panel of bacterial and 
fungal strains using the agar cross streak method. The 
actinobacterium was inoculated on ISP2 medium plates by a 
single streak and incubated at 28°C for 10 days. After good 
growth, the plates were inoculated with the target 
microorganisms by a single streak, perpendicular to the 
actinobacterium one. After 24 h incubation for bacteria and 
48 h for fungi, the microbial antagonism was analyzed by 
measuring the inhibition distance between the target 
microorganisms and the S. tamanrassetensis DSM 45947 
strain colony margin. All tests were conducted in triplicate.  
 
The target tested strains were mostly human pathogens or 
phytopathogens. They included seven gram-positive 
bacteria (Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus sp., 
Listeria monocytogenes ATCC 13932 and methicillin 
resistant Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus 
ATCC 25922, S. aureus ATCC 43300 and S. aureus 639c), 
five gram-negative bacteria (Klebsiella pneumoniae CIP 
82.91, Acinetobacter baumanii, Escherichia coli E52, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Agrobacterium 
sp.), twenty filamentous fungi (Fusarium solani, F. 
sporotrichioides, F. culmorum, F. proliferatum, F. 
oxysporum f. sp. lini, F. equiseti, F. moniliforme, F. 
oxysporum f. sp. albedinis, F. oxysporum f. sp. radicis 
lycopersici, Penicillium expansum, P. glabrum, Umbelopsis 
ramanniana NRRL 1829, Aspergillus carbonarius M333, A. 
niger OT304, A. westerdijkiae, A. parasiticus CBS 100926, 
A. flavus NRRL 3251, Trichoderma sp., Alternaria sp. and 
Botrytis cinerea), seven yeasts including Candida albicans 
IPA200, C. albicans IPA988, C. tropicalis, C. glabrata, C. 
pseudotropicalis, C. zeylanoides and C. guilliermondii) and 
a mycoplasma strain (Ureaplasma parvum ATCC 27813). 
The strains without an accession number belong to our 
laboratory collection. 
 
Medium and culture conditions: The culture medium used 
for preculture and production fermentations consisted of in 
(in g L-1): NaCl 2.0; CaCl2 1.0; K2HPO4 1.0; KH2PO4 0.5; 
MgSO4.7H2O 0.2; FeSO4.7H2O 0.01 at pH 7.235 
supplemented with 5% (w/v) of corn steep liquor and 1% 
(w/v) of sucrose. Corn steep liquor and sucrose included in 
the medium composition were selected as nitrogen and 
carbon sources respectively during preliminary experiments 
in which various carbon and nitrogen sources were evaluated 
for their effects on antimicrobial activity production by S. 
tamanrassetensis DSM 45947 (data not shown).  
 
The preculture was prepared by using spore cakes as 
described by Wang et al40. From a fresh culture of DSM 
45947 strain grown on ISP2 agar for 10 days at 28°C, two 
spore cakes (4 mm diameter) were transferred to a 250 mL-
Erlenmeyer flask containing 50 mL of the culture medium, 
then incubated under permanent agitation (250 rpm) for 48 
h at 30°C. Aliquots 5% (v/v) of this preculture were used to 
inoculate 100 mL of the fermentation medium contained in 
500 mL Erlenmeyer flasks.  
 
Antimicrobial assay: The antimicrobial activity was 
evaluated by the conventional agar well diffusion method 
against methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c 
(MRSA) and Umbelopsis ramanniana (UR). Bacterial and 
fungal suspensions were adjusted as inoculum to a final 
concentration of 1.2 × 108 CFU mL-1 and 0.4 × 106 CFU   
mL-1 respectively. Mueller-Hinton (for the bacterium) or 
Sabouraud (for the fungus) agar plates were inoculated with 
the corresponding microbial suspension. Wells of 7 mm 
diameter were aseptically bored into the agar plates and 100 
μL of the culture supernatant were loaded in each well.  
 
The antimicrobial activities were evaluated by measuring the 
diameter of translucent inhibition zones around the wells 
after 24 and 48 h of incubation for the bacterium and the 
fungus respectively. Results are expressed as mean of 
triplicate and standard error of the mean.  
 
Evaluation of factors affecting the antimicrobial activity 
using Plackett-Burman design: This step aimed to identify 
the most suitable factors influencing the antimicrobial 
activity of DSM 45947 strain using Plackett-Burman design 
(PBD)28. In this study, seven variables were screened 
including sucrose and CSL as well as five process variables 
(NaCl, CaCl2, K2HPO4, KH2PO4 and incubation time). Each 
variable was tested at two levels, high (+1) and low (-1) and 
involved in 12 trials. The media components, the codes and 
the level (low or high) of the variables are shown in table 1. 
The twelve-culture media were prepared according to the 
experiment design matrix given in table 2 where each row 
represents a trial and each column represents an independent 
variable.  
 
All experiments were performed in triplicate and the average 
antimicrobial activity against MRSA and UR was noted as 
the response. The PB plan design was based on the first order 
model as follows: 
 
Y= β0 + β1 X1+ β2 X2 + β3 X3 + β4 X4 + β5 X5 + β6 X6 + β7 
X7                                                                                                                     (1) 
 
where Y is the precited antimicrobial activity, β0 is the 
constant coefficient, β1-β7 are linear coefficients and X1-X7 
Research Journal of Biotechnology                                                                                                               Vol. 16 (7) July (2021)  
Res. J. Biotech 
37 
are the independent variables. Using student’s t-test, each 
variable with a significant effect on the antimicrobial activity 
has a confidence level higher than 95%.  
 
The effect of each factor was determined by the following 
equation:     
 
E(xi) = 2 (∑Pi+─ ∑Pi-)/N                                      (2) 
 
where E(xi) is the effect of the tested variable, Pi+ and Pi- are 
the response from trials where the variable (Xi) is present in 
high and low level respectively and N is the number of trials. 
Minitab 17.0 software (Inc., PA, USA) was used for the 
experimental designs and subsequent analyses of the 
experimental data. 
 
Optimization of significant variables by Response 
surface methodology: Response surface methodology 
(RSM) via Box-Behnken design (BBD) was employed to 
optimize the selected medium constituents, corn steep 
liquor, sucrose and K2HPO4. The three critical factors were 
investigated at three levels low (-1), middle (0) and high (+1) 
and their codes used in BBD are given in table 3. The rest of 
the factors were kept at the same level as in the basal 
medium. A 17-run experiment was designed based on 
factorial BBD, with five replicates at the central point and 
the values represent the mean of two repetitions (Table 3). 
 
In order to predict the optimal point, the mathematical 
relationships between the responses (Y) and the independent 
variables (A, B and C) were described by the following 
second-order-polynomial equation: 
 
Y= β0 + β1A + β2B+ β3C + β11A
2+ β22 B
2 + β33 C
2
 + β12 AB 
+ β13 AC + β23 CB                                                                (3) 
 
where β0 is intercept, β1, β2 and β3 are linear coefficient; β11, 
β22 and β33 are quadratic coefficients and β12, β13 and β23 are 
the interaction coefficients. 
 
The statistical analysis of the model was performed by 
evaluating the lack of fit, ANOVA, Fisher’s F-test and its 
associated P (F) and t-values. The statistical software 
Minitab 17.0 was used to generate a regression model for 
predicting the optimum combinations and the experimental 
levels of each variable. This regression equation was 




Codes variables and levels used in PBD 
 
Variables Medium components High values (g L-1) Low values (g L-1) 
X1 Sucrose 15 5 
X2 K2HPO4 1.5 0.5 
X3 CaCl2 1.5 0.5 
X4 NaCl 3.5 0.5 
X5 Corn steep liquor 70 30 
X6 Incubation time 12 days 8 days 
X7 KH2PO4 0.7 0.3 
 
Table 2 




Variables levels Antimicrobial activity 
(Inhibition zone in mm ± sema) 
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 MRSAb URc 
1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 13 ± 1 0 
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 17 ± 1 17 ± 1 
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 14 ± 0 11 ± 1 
4 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 
5 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 18 ± 1.15 16 ± 0 
6 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 15 ± 1 10 ± 1 
7 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 17 ± 1 13 ± 1 
8 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 10 ± 0 9 ± 1 
9 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 15 ± 0.67 11 ± 1 
10 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 11 ± 0.67 8 ± 0 
11 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 19 ± 0.67 15 ± 1 
12 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 16 ± 0 11 ± 2 
             a Standard error of the mean; b Methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c; c Umbelopsis ramanniana (NRRL 1829) 
Research Journal of Biotechnology                                                                                                               Vol. 16 (7) July (2021)  
Res. J. Biotech 
38 
Table 3 
Box-Behnken design of influencing variables (coded) and their responses 
 
Run Factors Inhibition zone (mm) 
 A B C Observed Predicted Residuals 
 CSLa Sucrose KH2PO4 YMRSAb YURc YMRSA YUR YMRSA YUR 
1 0 0 0 24.5 16 25.04 19.60 -0.54 -3.60 
2 0 0 0 24.5 19 25.04 19.60 -0.54 -0.60 
3 0 0 0 25.5 20 25.04 19.60 0.46 0.40 
4 -1 -1 0 14 0 11.15 2.06 2.85 -2.06 
5 1 0 1 19 14 14.16 15.57 4.84 -1.57 
6 1 -1 0 16 16 17.15 15.57 -1.15 0.43 
7 0 1 1 20 18 22.04 18.51 -2.04 -0.51 
8 1 0 -1 0 9 0.92 9.94 -0.92 -0.94 
9 0 -1 -1 14 9 12.04 8.50 1.96 0.50 
10 0 0 0 24.5 19 25.04 19.60 -0.54 -0.60 
11 -1 0 1 20 16 19.15 15.07 0.85 0.93 
12 -1 1 0 19 8 17.93 8.44 1.07 -0.44 
13 -1 0 -1 0 0 4.93 -1.56 -4.93 1.56 
14 1 1 0 0 9 2.93 6.94 -2.93 2.06 
15 0 -1 136 25.5 23.5 29.27 22.38 -3.77 1.12 
16 0 0 0 26 22.5 25.04 19.60 0.96 2.90 
17 0 1 -1 15.5 9 11.81 10.12 3.69 -1.12 
Level A (g L-1) CSL B (g L-1) Sucrose C (g L-1) KH2PO4 
-1 30 5 0.1 
0 50 10 0.5 
1 70 15 0.9 
 
Response optimization and experimental validation: The 
optimal concentrations of the three significant factors were 
estimated using an optimizer tool of the software. Validation 
of the model was then carried out by performing the 
experiments at the optimal conditions and the experimental 
antimicrobial activity was compared to that of the predicted 
model. 
 
Results and Discussion 
Screening of antimicrobial properties of the strain S. 
tamanrassetensis DSM 45947: Preliminary analysis of the 
strain antimicrobial activity showed a broad-spectrum of 
antagonism against most of the tested microorganisms. The 
results (Fig. 1) showed that this strain exhibited a strong 
antibacterial activity against certain gram-positive bacteria. 
The highest activities were observed against methicillin-
resistant Staphylococcus aureus 639c (29 mm) and Bacillus 
subtilis ATCC 6633 (21 mm). However, weak (< 10 mm) or 
no antimicrobial activities were observed against gram-
negative bacteria and yeast strains.  
 
Strain S. tamanrassetensis showed positive activity against 
sixteen of the twenty filamentous fungi tested. The highest 
inhibition distance (23 mm) was observed against 
Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 and moderate 
inhibition distances (10-15 mm) were observed against 
Aspergillus westerdijkiae and Fusarium moniliforme. 
Moderate activity (15 mm) was also observed against the 
mycoplasma Ureaplasma parvum ATCC 27813. The 
antibacterial activity recorded against the methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is very interesting. 
Antibiotic resistance has been described in numerous 
pathogens in varying contexts including MRSA12,21. This 
organism was reported to be the second most frequent 
etiologic agent in bloodstream infections, lower respiratory 
tract and skin infections15,27. The increasing antimicrobial 
resistance has created a clear need to develop new antibiotics 
with novel mechanisms of action. The phytopathogenic 
fungi tested, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis is the 
agent of vascular wilt (fusariosis) of date palm9,13. This 
fungus causes significant deteriorations to different parts of 
the affected plants. In addition, Fusarium oxysporum f. 
sp. radicis-lycopersici is one of the most destructive diseases 
of tomatoes.  
 
Furthermore, activities obtained against Aspergillus 
carbonarius and A. westerdijkiae are very interesting. These 
two fungi produce ochratoxin A which is a dangerous toxin 
for humans and animals. These results encourage further 
research on the antimicrobial activity of strain S. 
tamanrassetensis DSM 45947.The most sensitive strains 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus 639c (MRSA) 
and the fungus Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (UR), 
were selected as indicators for the determination of 
antimicrobial activities in the optimization experiments. 
 
Screening of factors affecting the antimicrobial activity 
using Plackett-Burman design: Seven physio-chemical 
parameters of culture medium were investigated for 
maximum antimicrobial activity against MRSA and UR. 
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The responses from the 12 trials (Table 2) showed a wide 
variation of the antimicrobial activity ranging from 0 to 20 
mm. This variation reflected the importance of medium 
optimization to reach a higher antibiotic activity. Effects and 
variable analysis for antibiotic assay results using PBD are 
presented in supplementary table S1.  
 
Out of the 7 factors, sucrose, CSL and KH2PO4 had the 
highest t-values. Furthermore, based on the confidence level, 
a normal plot chart representation of the standardized effects 
showed the dominance of these three individual variables 
(Supplementary Fig. S1). In the case of an activity against 
the fungus UR, CSL, sucrose and KH2PO4 increased 
antibiotic production, while the factor CaCl2 decreased 
antifungal production (Supplementary Fig. S1a). 
 
The smaller probability value p < 0.0510 confirmed that 
sucrose, CSL and KH2PO4 had significant influences on the 
activity. The same was supported by the Pareto chart 
(Supplementary Fig. S2) in which important effects were 
assigned to the factors whose histogram is in the upper.
 
 
Figure 1: Antimicrobial activity of Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 against various test microorganisms 
No activity obtained against the Gram-negative bacteria: Klebsiella pneumoniae CIP 82.91 and Escherichia coli E52, 
the yeasts Candida albicans IPA200, C. albicans IPA988, C. glabrata and C. guilliermondii and the filamentous fungi 
Fusarium solani, F. sporotrichioides, F. proliferatum and Aspergillus parasiticus CBS 100926. The results represent the 
mean ± standard error of three experiments against each strain tested 
 
Table S1 
Plackett-Burman design and regression analysis on antimicrobial production by  
Saccharothrix tamanrassetensis DSM 45947 
 
Factors Codes Effect Coefficient t-value p-value 












Sucrose X1 2.222 2.778 1.111 1.389 2.50 2.23 0.018* 0.034* 
K2HPO4 X2 1.778 0.111 0.889 0.056 2.00 0.09 0.055 0.930 
CaCl2 X3 1.556 -2.778 0.778 -1.389 1.75 -2.23 0.091 0.034 
NaCl X4 0.889 0.111 0.444 0.056 1.00 0.09 0.325 0.930 
CSLc X5 5.333 11.667 2.667 5.833 6.01 9.35 0.000* 0.000* 
Inc timed X6 1.556 1.667 0.778 0.833 1.75 1.34 0.091 0.192 
KH2PO4 X7 6.000 4.778 3.000 2.389 6.76 3.83 0.000* 0.001* 
a Methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c, b Umbelopsis ramanniana NRRL 1829, c Corn steep liquor, d Incubation time,  
* Significant at 5% level. 
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Fig. S1: Normal plot chart of standardised effects of process variables for antimicrobial production against (a) 
Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 and (b) Methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c 
 
PB experiment revealed that KH2PO4 was the most 
influential factor for antimicrobial production by S. 
tamanrassetensis DSM 45947, which is in line with the 
study of Wang et al40 for a Saccharothrix strain and with that 
of Al-Sarrani and El-Naggar1 for the production of citrinin, 
an antibiotic synthesized by the fungus Monascus ruber. 
Many studies identified sucrose, among various carbon 
sources, as the essential nutrient for antibiotic production7,16.  
In fact, researchers support the development of a cost-
effective fermentation medium and CSL was proved among 
various nitrogen sources, to yield maximal metabolite 
production as reported by Sharma et al31, Sircar et al34, Tan 
et al38 and Zhang and Jia43. The key variables CSL, sucrose 
and KH2PO4, were selected for further optimization using 
RSM. 
 
Research Journal of Biotechnology                                                                                                               Vol. 16 (7) July (2021)  
Res. J. Biotech 
41 
Box Behnken design for optimization of medium 
constituents: The BBD under the RSM was applied to study 
the effect of the three variables, CSL, sucrose and KH2PO4 
on antimicrobial activity. According to multiple regression 
analysis of the experimental data, two regression equations 
were found to give an adequate description of the antibiotic 
activity and calculate the optimum levels of each variable.  
 
Y(MRSA)= – 87.9 + 54.8C + 4.19B+ 3.147A – 27.34C*C – 




Fig. S2: Pareto chart showing the effect of seven factors on antimicrobial activity against (a) Umbelopsis ramanniana 
NRRL 1829 and (b) Methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c 
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Y(UR)= – 90.96 + 48.05C + 4.596B+ 2.756A – 10.08C2 – 
0.1245B2– 0.02059A2 – 0.687CB– 0.3437CA – 0.03750BA 
(5) 
 
where Y(MRSA) and Y(UR) express the predicted antimicrobial 
activity (i.e. inhibition zone) obtained against the 
corresponding germ test. A, B and C are CSL, sucrose and 
KH2PO4 respectively. According to the design matrix, 17 
experiments were performed and the predicted and observed 
responses were reported in table 3. The highest experimental 
value for an inhibition zone was 26 mm, while the predicted 
response based on RSM was estimated to be 25 mm in run 
n° 16 (Table 3). The results were analyzed by standard 
analysis of variance (ANOVA) which are given in 
Supplementary table S2. 
 
ANOVA demonstrated that the three models were highly 
significant, as it was evident from the very low probability 
p-value (< 0.0001) of the Fisher’s F-test (F model = 29.21 
and 39.05 for MRSA and UR respectively). The two models 
were also statistically insignificant “Lack of fit F-value” of 
69.5 and 12.375 corresponding to MRSA and UR 
respectively which suggested that the obtained experimental 
data were in good fit.  
 
The regression coefficients t and p-values of the variables 
CSL (A), sucrose (B) and KH2PO4 (C) on antimicrobial 
activity against MRSA and UR are given in table 4 at 95 and 
99% significance level. The results showed that the linear 
coefficients of CSL (A), KH2PO4 (C), their quadratic 
coefficients (A2) and (C2) and the interaction between CSL 
and sucrose (AB), are the most significant factors affecting 
activity against the two tested microorganisms followed by 
sucrose (B2) and (AC) then (B). The values in table 4 implied 
that the concentrations of CSL and KH2PO4 had a strong 
influence on the antimicrobial activity against the tested 
microbes. The mutual interaction between CSL and sucrose 
(AB) was considered as highly important in the two models 
(p-value < 0.0001) as opposed to (BC) interactions.  
 
The interactive effect of CSL and KH2PO4 (AC) for UR was 
significant (p < 0.001), but insignificant for MRSA. The 
linear factor of KH2PO4 (C) with positive coefficients (6.875 
and 5.563 for MRSA and UR respectively) indicated highly 
significant effects to increase antimicrobial activity against 
the tested germs. The factor CSL (A) had only one positive 
coefficient (3.000) against UR, which indicated a positive 
effect on the antifungal activity. The rest of factors reflected 
a decrease on antimicrobial activity. 
 
These results combined with those obtained in ANOVA 
(Supplementary Table S2) suggested that there is a direct 
relationship between concentrations of the three variables in 
the medium and the increase or decrease of the antimicrobial 
activity. Moreover, antibacterial activity and/or antifungal 
activity was dependent on these concentrations. Increased 
KH2PO4 concentration favoured antimicrobial activity, but 
increased CSL concentration enhanced activity only against 
UR. The rest of the factors and interactions with negative 
coefficients indicated the presence of a maximum activity 
point. 
 
By determining the coefficient R2, the goodness of fit of the 
model was investigated. In this study, the value of the R2 
0.9163 for MRSA and 0.9361 for UR showed good fitness 
of the two models. High level of adjusted coefficient 0.8850 
for MRSA and 0.9121 for UR also indicated a good fit 
between the observed and predicted responses (Table 4). 
These measures indicated that the response equations (4) and 
(5) provided suitable models for process optimization of 
antimicrobial activity of S. tamanrassetensis DSM 45947.  
 
Two dimensional plots: To illustrate the interaction 
between the parameters and the optimum level of tested 
components on antimicrobial activity, 2D contour response 
surface graphs were plotted and shown in fig. 2. From these 
2D response surface plots, the optimal values of the 
independent variables and the maximum response could be 
predicted. Each 2D plot presented the interactive effects of 
two variables while the third parameter was fixed at the 
central point. Significance of the interactions between the 
corresponding variables is indicated by an elliptical contour 
plot26 and the maximum predicted response is indicated in 
the smallest ellipse in the contour diagram42. 
 
Table S2  
ANOVA analysis of the experiential model for the antibiotic activity against the two tested microorganisms 
 
Source  Sequential sum of 
squares 
Adjusted sum of 
squares 
Adjusted mean of 
square 
F-value p-value Significance 
 DF MRSAa URb MRSA UR MRSA UR MRSA UR MRSA UR Significant 
 Model 9 2404.38 1552.48 2404.38 1552.48 267.15 172.50 29.21 39.05 <0.0001 <0.0001 
Linear 3 893.50 644.13 893.50 644.12 297.83 214.71 32.56 48.60 <0.0001 <0.0001 
Square 3 1265.38 720.22 1265.38 720.23 421.79 240.07 46.12 54.34 <0.0001 <0.0001 
Way 
interaction 
3 245.50 188.13 245.50 188.13 81.83 62.71 8.95 14.19 0.000 0.000 
Error 24 219.50 106.03 219.50 106.03 9.146 4.42 132.68 3.77 0.000 0.026 
Lack of fit 3 208.50 37.13 208.50 37.13 69.500 12.37     Not 
significant Pure error 21 11.00 68.90 11.00 68.90 0.524 3.28     
Total 33 2623.88 1658.50         
aMethicillin resistant Staphylococcus aureus 639c, b Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 
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Table 4 
Regression coefficient and their significance of the quadratic model 
 
Term Coefficient SE Coef t-value p-value 
 MRSA UR MRSA UR MRSA UR MRSA UR 
Constant 25.000 19.600 0.956 0.665 26.14 29.49 0.000** 0.000** 
A-CSL (L) -2.250 3.000 0.756 0.625 -2.98 5.71 0.0007** 0.000** 
B-Sucrose (L) -1.875 -0.562 0.756 0.625 -2.48 -1.07 0.021* 0.295 
C-KH2PO4 (L) 6.875 5.563 0.756 0.625 9.09 10.59 0.000** 0.000** 
AB (I) -5.25 -3.750 1.07 0.743 -4.91 -5.05 0.000** 0.000** 
AC (I) -0.25 -2.750 1.07 0.743 -0.23 -3.70 0.817 0.001** 
BC (I) -1.75 -1.375 1.07 0.743 -1.64 -1.85 0.115 0.077 
A2 (Q) -10.87 -8.237 1.04 0.724 -10.44 -11.37 0.000** 0.000** 
B2 (Q) -1.87 -3.112 1.04 0.724 -1.80 -4.30 0.085 0.000** 
C2 (Q) -4.38 -1.613 1.04 0.724 -4.20 -2.23 0.000** 0.036* 
                     MRSA: S = 2,37259 R-sq = 0. 9163 R-sq(adj) = 0.8850; UR: S = 2,10183 R-sq = 0.9361 R-sq(adj) = 0.9121.  
                    (L): Linear term; (I): Interaction term; (Q): Quadratic term. *Significant at 5%-level, **: Significant at 1%-level. 
 
 
Figure 2: Two-dimensional contour plot showing interactions among variables CSL, sucrose and KH2PO4 
concentrations for maximum antimicrobial activity produced by S. tamanrassetensis DSM 45947 (a, b) represent the 
effect of CSL and KH2PO4; (c, d) represent the effect of CSL and sucrose and (e, f) represent the effect of sucrose and 
KH2PO4 on the antibiotic activity production against Methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c (MRSA) and 
Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 (UR) 
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Fig. 2a shows that CSL had no significant interaction with 
KH2PO4 for antibacterial activity. This is evident from the 
relatively circular nature of the contour curves (Fig. 2a). 
However, for the antifungal activity against U. ramanniana 
(Fig. 2b), there is a significant interaction between KH2PO4 
and CSL. Above the moderate concentration of KH2PO4, the 
antifungal activity increased with CSL concentration 
increase from 31 to 52 g L-1 and any further decrease in its 
values decreased this activity. The optimal concentrations of 
KH2PO4 and CSL were around 0.9 g L-1 and 50 g L-1. The 
contour plots in fig. 2c and d were of elliptical nature 
indicating that there was a mutual interaction between 
sucrose and CSL.  
 
It means that antibiotic production was dependent on the 
CSL and sucrose concentrations. The maximum inhibition at 
optimum CSL indicates the sensitiveness of the process to 
CSL level. Under the middle level of sucrose and at optimum 
CSL concentration, antibiotic activity increased as expressed 
by the dark green area (Fig. 2c and d).  
 
However, further increase in these concentrations decreased 
this activity. In case of the interaction between sucrose and 
KH2PO4 (Fig. 2e and f), lower and higher levels respectively 
of both increased antibiotic activities. In this case, the 
activities were greater than 28 mm and 22 mm against 
MRSA and UR respectively.  
 
Increases in sucrose concentration above the optimal level 
would reverse the trend. This analysis revealed that the 
optimal concentration of sucrose was around 6 g L-1. Hence, 
the optimal levels of fermentation conditions were 
calculated by solving the quadratic models (4) and (5) as 
follows: KH2PO4 = 0.9 g L-1, sucrose = 7 g L-1 and CSL = 52 
g L-1 (Fig. 3).  
 
Validation of the model: The optimized concentrations of 
nutrient factors predicted from RSM were experimentally 
validated. These experiments were carried out in triplicate in 
Erlenmeyer flasks. The results (Table 5) represent the 
average of the obtained antibiotic activities. The maximal 
antimicrobial activities obtained experimentally were found 
to be 33 ± 1.00 mm and 30 ± 2.00 mm against MRSA and 
UR. These were in close agreement with the predicted 
values. After optimization, the antibiotic activity was 
improved by 32% against MRSA and 36% against UR 
compared with the unoptimized conditions (Table 5).  
 
These findings strongly support the use of response surface 
methodology for improving the antimicrobial activity of S. 
tamanrassetensis DSM 45947. Composition of the final 
optimized culture medium for maximum antimicrobial 
activity of S. tamanrassetensis DSM 45947 was established 
as follows: 52 g of corn steep liquor, 7 g of sucrose, 0.9 g of 
KH2PO4, 2 g of NaCl, 1 g of CaCl2, 1 g of K2HPO4, 0.2 g of 
MgSO47H2O, 0.01 g of FeSO47H2O, 1 L of distilled water, 
pH 7.2.  
 
 
Figure 3: Optimal concentrations advocated parameters to achieve maximum antimicrobial activity by  
S. tamanrassetensis DSM 45947; MRSA: Methicillin resistant Staphylococcus aureus 639c;  
UR: Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 
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Table 5 
Experimental validation of the combined effect of variables under optimized and unoptimized conditions on the 




Level (g L-1)  
Germs 
Antimicrobial activity 
(Inhibition zone in mm ± sda) 













MRSA 25 ± 1.00 
 
29 ± 1 33 ± 1.00 
UR 22 ± 1.80 24 ± 1 30 ± 2.00 
          a Standard deviation 
 
The genus Saccharothrix belongs to the rare actinobacteria 
and is known for being a promising source of new 
antimicrobial compounds. Many bioactive secondary 
metabolites have been reported from cultures of 
Saccharothrix. These include aminoglycoside, 
benzoquinone36, tetrazomine39, glycopeptide37, carboxylic 
nucleoside6, dithiolopyrrolones18, mutactimycins44 
macrolide25, angucycline14, tianchimycins41 and antibiotics 
A4 and A52. However, few works were carried out to 
improve the antimicrobial activity of Saccharothrix strains. 
Bouras et al5 and more recently Merrouche et al24 used 
classical methods to produce secondary metabolites by 
Saccharothrix algeriensis.  
 
Our approach proposed an alternative to the use of an 
empiric medium (ISP2) by S. tamanrassetensis DSM 45947. 
Besides that, Wang et al40 reported on the Saccharothrix 
genus. These authors optimized a culture medium based on 
agricultural waste products to improve the antimicrobial 
activity of Saccharothrix yanglingensis strain Hhs.015T with 
low production costs. Our statistical procedure provides 
fundamental and useful data for improvement of 
antimicrobial activity production of strain DSM 45947.  
 
Conclusion 
The new species Saccharothrix tamanrassetensis DSM 
45947 showed a broad-spectrum for antibacterial and 
antifungal activities, of which a strong activity was shown 
against a clinical pathogen methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus and also the toxigenic and 
phytopathogenic fungi. The statistical tools PBD, BBD and 
RSM, were found to be very effective in optimizing the 
fermentation conditions and improving the antimicrobial 
activity. Out of seven factors selected, corn steep liquor, 
sucrose and KH2PO4 were found to have positive influence 
on antibiotic activity.  
 
In the optimized medium, the antimicrobial activity of DSM 
45947 was enhanced by 32% against MRSA and 36% 
against UR than the unoptimized medium. Validation 
experiments were carried out to verify the adequacy and the 
accuracy of the model and the results showed that the 
experimental values were in good agreement with the 
predicted ones. The optimum culture medium obtained will 
be useful for efficient antimicrobial production by this 
original actinobacterium, both in large-scale fermentations 
and for the development of more advanced studies on the 
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